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SOMMAIRE 
 
La présence des contaminants organiques dans l’environnement est une problématique aux 
enjeux aussi bien scientifiques que politiques. Le caractère diffus et continu (différentes et 
multiples sources) de cette contamination ne permet pas à ces molécules biologiquement 
actives d’être soumises à une législation. Ces molécules, pouvant être très récalcitrantes, 
ne sont pas systématiquement éliminées par les systèmes de traitement des eaux 
conventionnels. Actuellement, de nouveaux procédés biotechnologiques basés sur des 
enzymes extracellulaires (e.g. Laccase) ou des champignons lignivores permettent 
l’élimination des composés les plus récalcitrants. Notre compréhension des mécanismes 
impliqués dans cette élimination reste incomplète. En effet, la biosorption et l’activité des 
enzymes extracellulaire sont les mécanismes les plus souvent mis en avant pour expliquer 
l’efficacité des procédés d’élimination fongique, mais ne sont pas capables d’expliquer les 
performances obtenues pour certains composés pharmaceutiques. Ces lacunes dans nos 
connaissances sur les mécanismes responsables de l’élimination fongique des 
contaminants organiques sont un frein à la pleine exploitation de ces procédés de 
traitement. De plus, il est forcé d’admettre qu’un grand nombre de travaux portant sur 
l’élimination fongique de contaminants organiques ont été réalisés dans des conditions de 
hautes concentrations, qui peuvent être peu représentatives des matrices 
environnementales. Ainsi, les effets observés à plus forte concentration peuvent etre le 
résultat dû au stress de l’organisme au contact des contaminants (toxicités). 
 
Cette thèse adresse deux questions ; ainsi quelle est l’influence des concentrations traces 
sur de tels procédés ? Et comment expliquer l’élimination de certains contaminants 
organiques lors des traitements fongiques ? Afin d’apporter des éléments de réponse sur 
les mécanismes mis en jeux lors de l’élimination fongique, les travaux présentés ici ont été 
réalisés sur un modèle de champignon lignivore connu pour ses propriétés en 
bioremediation. Dans un premier temps, un développement analytique permettant la 
quantification d’une sélection de contaminants organiques à l’état de traces a été réalisé. 
Cette méthode a permis d’effectuer des analyses de ces molécules à partir d’un seul 
échantillon environnemental de faible biomasse et à partir d’une seule injection 
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instrumentale. Les résultats de cette thèse démontrent que l’élimination fongique de 
contaminants organiques résulte de mécanismes plus complexes que précédemment 
décrits. Notamment, la dégradation est fortement dépendante d’une étape initiale 
d’internalisation du contaminant par l’organisme ciblé et de la dégradation intracellulaire. 
Les mécanismes impliqués peuvent ainsi donnés lieux à des réactions de conjugaison 
intracellulaire des molecules (glucuronide, glutathione). Les résultats démontrent 
également que ces procédés d’élimination fongique sont efficaces sur une large gamme de 
concentration en contaminants organiques. Cependant, les faibles concentrations modifient 
les propriétés physico-chimiques et biologiques de l’organisme testé (i.e. un changement 
de la morphologie et du profil de la production enzymatique). La réponse biologique 
n’étant pas directement proportionnelle a l’exposition en contaminant.  
 
Cette étude a permis d’accroitre notre compréhension des mécanismes impliqués dans la 
dégradation fongique de contaminants organiques. Ceci ouvre la voie à de nouvelles études 
portant sur les interactions entre processus intra — et extracellulaires. Cette thèse contribue 
également à l’amélioration des connaissances en offrant des outils de compréhension 
nécessaire à l’optimisation et au développement du potentiel de ces procédés 
biotechnologiques (ciblage et role des enzymes réeellement impliquées dans les réactions 
de biocatalyse). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mots clés : contaminants d’intérêt émergents, composés pharmaceutiques, pesticides, 
spectrométrie de masse en tandem, oxydation enzymatique, biocatalyses.  
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INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 
Depuis l’aube de l’humanité, l’Homme comme les animaux consomme quotidiennement les 
ressources environnementales sans crainte et sans danger. L’augmentation constante de la 
population mondiale et de la durée de vie a engendré une production et une utilisation accrue et 
croissante des produits de synthèse. En effet, afin de préserver la qualité de nos conditions de vie, 
l’Homme a mis au point des techniques comprenant l’utilisation de substances de plus en plus 
performantes et permettant de lutter contre les divers parasites ou adventice du monde animal, 
végétal, mais aussi pour le maintien de la salubrité publique de nos sociétés en continuelle 
évolution. Toutefois, ces produits utilisés ont également un effet néfaste direct ou indirect pour 
l’environnement et peuvent entrainer des contaminations importantes avec des effets toxiques 
pouvant être très alarmants sur les organismes vertébrés ou invertébrés (1–9). Leurs présences et 
leurs comportements suscitent de plus en plus l’intérêt de la recherche, car les sources de 
contaminations sont d’origines diverses et nombreuses et les effets à long terme sont encore 
méconnus (6,9).   
 
Depuis quelques années, la qualité de notre environnement devient un enjeu sociopolitique majeur. 
Il a donc une volonté de contrôler et de surveiller le niveau de présence de ces substances dans 
notre environnement. La mise en place de directives réglementaires (10–12) nécessite le 
développement de nouveaux outils analytiques permettant la surveillance et l’étude du 
comportement de ces molécules dans l’environnement. Du fait de la grande diversité de 
contaminants (> 20 000 molécules différentes (13,14)) rencontrés à des concentrations très faibles, 
dans des matrices naturelles complexes, ces molécules peuvent difficilement faire partie des 
réseaux de surveillance conventionnels. Ceci est un frein important à la mise en place de 
réglementations (10–12). Ainsi le développement de méthode analytique permettant l’analyse 
multiresidue appliquée aux faibles concentrations dans des matrices biologiques est un préalable 
indispensable à l’accroissement des connaissances sur le comportement et l’impact de ces 
contaminants sur notre environnement, mais également pour la mise en place de la gestion et 
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réglementation environnementale efficace. Lors de cette thèse j’ai développé une méthode 
permettant une analyse multiclasses de contaminants organiques (54 molécules) dans des boluses 
d’hirondelle (boulettes d’insectes rapportés aux nids par les adultes pour nourrir les oisillons), 
caractérisés par de faibles biomasses (< 50 mg) à partir d’une seule injection instrumentale. Cette 
méthode analytique a permis de supporter et de caractériser la présence de CIEs dans la chaine 
alimentaire de l’hirondelle bicolore. Ces données contribueront à étudier, et possiblement, 
identifier la cause du déclin des populations d’oiseaux insectivores en zones agricoles au Québec.  
 
En amont de la contamination des milieux naturels, la diversité des contaminants organiques ainsi 
que leurs faibles concentrations posent de nombreux défis pour le traitement des eaux usées. En 
effet, la faible efficacité des procédés traditionnels de traitement des eaux usées envers les 
contaminants d’intérêt émergents fait des effluents de station de traitement d’eau la principale voie 
d’entrée de nombreux contaminants organiques dans l’environnement. L’élimination de ces 
molécules récalcitrantes avant leurs entrées dans l’environnement par la modernisation des 
procédés de traitement est une nécessité qui fait l’objet de très nombreuses recherches. Parmi les 
voies explorées actuellement, l’utilisation de procédés biologiques reposants sur l’efficacité de 
certains champignons à dégrader efficacement des molécules récalcitrantes s’avère très 
prometteuse (15–19). Cependant, notre compréhension fine des mécanismes impliqués dans la 
dégradation reste limitée, notamment dans des conditions environnementales ; de nombreuses 
molécules et présentent à de faibles concentrations. Les phénomènes de biosorption et de 
dégradation par l’action des enzymes extracellulaires, tels que la laccase, sont bien documentés 
(20–27). Le rôle des enzymes intracellulaires (CYP450) a été proposé par certains auteurs afin 
d’expliquer l’efficacité des traitements fongiques sur certaines molécules non sujettes à la 
biosorption ni à la dégradation par enzyme extracellulaire (28–33). L’étude de ces processus 
fongiques est généralement rapportée dans des conditions peu représentatives des matrices réelles ; 
solution simple (une molécule) présente à forte concentration. Ceci peut limiter notre habileté à 
évaluer le potentiel ainsi que l’optimisation de ces biotechnologies pour des applications en station 
de traitement. Lors de cette thèse j’ai adressé deux questions principales (i) quelle est l’efficacité 
du traitement fongique sur la dégradation de mélange de contaminants organiques présents à 
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faibles concentrations et (ii) quels sont les mécanismes impliqués dans cette dégradation. Afin de 
répondre à ces questions, j’ai utilisé le champignon modèle Trametes hirsuta.  
 
Le chapitre 1 de cette thèse présente un résumé de l’état de l’art dans le domaine des contaminants 
organiques d’intérêt émergents avec un accent particulier sur le traitement biologique. Cette revue 
de littérature permet de supporter les hypothèses et objectifs de cette thèse présentés en fin de 
chapitre. Le chapitre II présente les méthodes supportant les travaux de recherche. Les 
chapitres III, IV et V présentent les résultats de la recherche sous forme d’articles insérés. 
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1 CHAPITRE I : ÉTAT DE L’ART 
 
La première pollution environnementale date de la préhistoire avec la découverte du feu par 
l’homme. Depuis, l’augmentation de la population a fait suivre l’augmentation des maladies. C’est 
à partir de 1347 avec l’apparition de la peste bubonique (fièvre noire) transportée par les rats, que 
l’homme voit apparaitre la première conséquence environnementale due à ses activités et sa 
mauvaise gestion des déchets (34,35). Mais c’est uniquement au XIXe que l’homme commence à 
prendre conscience que les conditions de vie et la contamination de l’eau contribuaient à 
l’augmentation des épidémies de maladies. Ce n’est qu’en 1857 qu’une des premières stations de 
traitement des eaux usées voit le jour à Chicago (36,37). Leurs fonctions étaient alors de diminuer 
la charge en matière organique de l’eau traitée. La plupart des stations de traitement des eaux usées 
à travers le monde fonctionnent toujours selon ce même principe (boues activées). Les 
contaminants d’intérêt émergent (CIEs) sont une nouvelle classe de polluants qui suscite de 
nombreux questionnements quant à leurs présences et leurs impacts environnementaux. 
 
1.1 LES CONTAMINANTS D’INTÉRÊT ÉMERGENT  
 
Les contaminants d’intérêt émergent (CIEs) sont appelés ainsi, car ce sont des contaminants que 
l’on détecte au fur et à mesure de l’évolution des moyens analytique et notamment avec le 
développement de la spectrométrie de masse (38,39). Leur présence dans l’environnement peut 
présenter un risque sur le plan de la toxicité (1–9) et cela suscite tout particulièrement l’intérêt de 
la recherche afin de mettre en place les futures réglementations et normes de demain. Les CIEs se 
regroupent principalement en trois grandes classes (38,40): Les pharmaceutiques, les pesticides, 
les produits de soins personnels. Mais ils regroupent également les produits de désinfection, les 
retardateurs de flamme, hormones, etc. 
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1.1.1 Les principales classes de CIEs 
 
Les produits phytopharmaceutiques sont des substances biologiquement actives largement 
utilisées dans le domaine agricole depuis 1930 (41). Ils sont utilisés pour lutter contre les 
organismes nuisibles, comme les divers parasites ou adventices du monde animal ou végétal. 
L’utilisation intensive et abusive de ces substances a fait naitre en 1980 une première directive 
européenne permettant la régulation de la consommation (10) destinée aux organochlorés. Leurs 
présences dans l’environnement sont détectées en faible concentration (42) et ils sont retrouvés 
dans les eaux principalement dues à leurs ruissellements depuis les terres agricoles (42,43). Les 
trois grandes familles de pesticide sont ; les insecticides, les herbicides et les fongicides (38) et 
elles sont généralement utilisées en mélange pour les différentes cultures et modes de protection 
(44). 
 
Les composés pharmaceutiques ont été rapportés pour la première fois dans l’environnement dans 
un article data de 1977 (45). Depuis, ils ont été systématiquement recherchés dans la plupart des 
milieux aquatiques et détectés à de faibles concentrations de l’ordre du microgramme par litre (46). 
Cependant, les faibles concentrations retrouvées sont bien inférieures aux limites de toxicités 
connues (7,47). Malgré ce fait, ces molécules ont la particularité d’alimenter l’environnement de 
façon continue et diffuse, ce qui peut constituer un risque de contamination de la faune et de la 
flore sur le long terme (48). Malheureusement, l’effet de ce mode d’exposition sur les organismes 
reste méconnu. Les composés pharmaceutiques y sont apportés par les excrétions humaines et 
animales (48,49), par les industries pharmaceutiques qui rejettent leurs eaux usées utilisées lors de 
la fabrication, enfin un plus faible apport se fait par les lixiviations (eau de ruissellement) 
provenant des décharges (40). Ils sont également présents dans les eaux de surfaces par les eaux 
de ruissellement provenant des terres agricoles (49), et peuvent s’infiltrer dans les sols et atteindre 
les eaux souterraines (38). Les produits pharmaceutiques sont regroupés en plusieurs classes, les 
analgésiques, les anti-inflammatoires, les antiépileptiques, les anti-anxiolytiques, les régulateurs 
lipidiques, les antibiotiques, les anticancéreux, les bêtas bloquants, etc. 
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Les produits de soin personnels sont, à l’instar des pharmaceutiques et des pesticides, des 
substances réfractaires aux méthodes de traitements traditionnels, l’utilisation des procédés 
d’oxydation avancée comme moyen de dégradation semble la meilleure solution (50). Cependant, 
l’intérêt porté aux produits de soin personnel est relativement récent, et peu d’études traitant 
spécifiquement de leurs éliminations existent actuellement. 
 
1.1.2 La présence des CIEs dans l’environnement 
 
L’évolution des techniques analytiques a permis l’estimation de l’étendue du nombre de 
contaminants et montre leurs présences croissantes dans toutes les strates de notre environnement 
(air, eaux, sols). Les principales familles de polluants émergents sont généralement retrouvées à 
l’état de trace dans l’environnement, c’est-à-dire à des concentrations de l’ordre du microgramme 
au nanogramme par litre. Ces contaminants d’intérêt émergents vont pouvoir être transportés dans 
l’ensemble des matrices environnementales ; les eaux, les sols et les plantes et pour finir ils se 
retrouvent dans les tissus animaux (51) et dans les eaux de consommation humaine (3,7,52,53). 
 
De nombreuses études disponibles dans la littérature montrent que la présence des CIEs dans 
l’environnement (46) est principalement liée à l’inefficacité des procédés conventionnels du 
traitement des eaux usées (46,51,54).  
 
1.1.3 Le transfert des CIEs dans l’environnement  
 
Après libération dans l’environnement, les CIEs peuvent subir toutes sortes de réactions physico-
chimiques et biologiques. Ci-dessous une illustration et interprétation reprise et adaptée du 
ministère de l’Environnement du Canada et d’un article synthèse sur le transfert des pesticides 
(55,56). Cette dynamique des pesticides permet d’illustrer le cycle de vie des CIEs de manière 
générale. Ce schéma et les voies de transport proposées sont valables pour tous les CIEs (fig. 1). 
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Figure 1 : Dynamique des pesticides dans l’environnement.  
 
La Dérive aérienne entrainée par le vent, des gouttelettes de pesticides peuvent être transportées 
en dehors des zones d’applications lors de l’épandage. Cette dérive peut entrainer des 
contaminations sur de très longues distances et contaminer les zones alentours et peut avoir des 
conséquences sur la santé humaine, les animaux domestiques, mais surtout les insectes aériens et 
pollinisateurs (56).  
 
Le ruissellement peut être un moyen de transport des polluants à travers une surface de sol. 
Lorsque la surface du sol est suffisamment hydratée, l’excès d’eau s’écoule alors le long du sol 
en entrainant les CIEs potentiellement présent jusqu’au cours d’eau le plus proche. 
 
La lixiviation ou le drainage souterrain sont les phénomènes de transport des CIEs à travers les 
sols. Ainsi à partir des surfaces de sol terrestre, les CIEs peuvent s’infiltrer et contaminer les eaux 
souterraines (57). 
 
La sorption : L’absorption est le mécanisme d’insertion des molécules par les organismes 
végétaux ou animaux. Dans le cas de l’épandage agricole, il correspond à l’assimilation 
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d’ingrédients actifs par la plante. Comme toutes les molécules, après assimilation les CIEs peuvent 
demeurer stables ou se dégrader à l’intérieur de l’organisme (9,58). Ainsi les CIEs ou leurs produits 
de dégradations peuvent redevenir biodisponible par excrétion ou à la mort de l’organisme. Les 
phénomènes de sorption peuvent stabiliser les composés en augmentant leurs durées de vie. 
L’adsorption est un des phénomènes les plus rencontrés dans l’environnement et il influence de 
manière significative les mécanismes de transports. L’adsorption se définit comme toutes liaisons 
entre une substance chimique et une surface solide. Cette définition ne permet pas de dissocier la 
chimisorption de la physisorption et peut difficilement prendre en compte les réactions de 
transformation catalysées par les surfaces (59,60). Une grande partie des CIEs peuvent se retrouver 
sorbées dans les sols, dépendant de la nature du sol et des propriétés des molécules. De manière 
générale, la capacité d’une molécule à être sorbée sur une surface est déterminée à partir des 
constantes de partages entre deux phases ; une phase aqueuse et une phase organique généralement. 
Les constantes de partage octanol-eau sont généralement utilisées dans la littérature (21,60,61), 
car elles peuvent montrer une corrélation avec les phénomènes de sorption rencontrés dans les sols 
ou les matrices biologiques (21,60–62). Ces constantes sont très largement établies et des bases de 
données exhaustives sont disponibles dans la littérature pour la plupart des CIEs (62). Cependant, 
l’utilisation de ce coefficient est très limitée, car il ne prend pas en compte les spécificités de 
chaque solide ce qui peut mener à des interprétations significativement biaisées. Ainsi, la 
détermination expérimentale de telles constantes reste encore le moyen le plus représentatif 
d’exprimer des interactions environnementales. Les constantes de sorptions sont facilement 
accessibles à partir de l’étude des équilibres de sorption. 
 
1.1.4 Stabilité environnementale des CIEs 
 
L’absence de CIEs lors des campagnes de surveillance ne permet pas de conclure à leurs absences 
totales. En effet, après libération dans l’environnement, les CIEs sont soumis à de multiples 
réactions de transformations comme des oxydations, des réductions ou des hydrolyses. Par 
analogie aux mécanismes du métabolisme humains, ces composés peuvent subir des réactions de 
phase I qui produisent des composés plus polaires et qui sont généralement plus toxiques (63) et 
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des réactions de phases II qui sont généralement des réactions dee conjugaisons et qui peuvent être 
réversibles. Ces dernières induisent généralement une inactivation du composé précurseur (63). 
De manière générale, les sous-produits sont plus présents dans l’environnement par rapport aux 
composés initiaux et peuvent être plus toxiques (49). Ainsi, les concentrations des produits de 
dégradation ou métabolites détectées dans l’environnement sont parfois supérieures à celle des 
produits parents (64,65). Comprendre ces réactions de transformation est essentiel à notre 
compréhension du devenir des CIEs. 
 
Réactions physico-chimiques et biologiques. Les CIEs peuvent se dégrader dans les eaux, les sols 
et même dans l’air. Les différents paramètres environnementaux (pH, force ionique, matière 
organique, etc.) retrouvés dans les eaux ou sols sont des facteurs clefs de la stabilité des molécules 
dans l’environnement, car tous ces paramètres influencent les mécanismes responsables de la 
dégradation des CIEs et menant à des dérivés pouvant être plus nocifs que la molécule parente. 
Par exemple, les métabolites ou les produits d’oxydation de l’acétaminophène présentent une 
toxicité plus accrue, avec notamment la formation de benzoquinone (64–69). La présence de 
matière organique naturelle ou la force ionique peuvent influencer (inhiber ou catalyser) la 
dégradation de certains composés (69,70).   
 
Une propriété principale du sol est sa quantité considérable de microorganismes présents. Les CIEs 
peuvent subir des dégradations biologiques par voies bactériennes ou fongiques. Des phénomènes 
de sorption sur les organismes peuvent également jouer un rôle significatif dans le transport ou la 
stabilité des CIEs (9,58).  
 
1.1.5 Toxicités des CIEs 
 
Plusieurs études récentes (38,40,49) ont montré la persistance des CIEs dans l’environnement ainsi 
que leurs effets toxiques sur la faune et la flore. À ce jour, les États-Unis ont fourni une liste de 
126 substances prioritaires qui nécessitent une grande attention et qui doivent être contrôlées et 
régulées dans nos eaux naturelles et de consommations (12). Parmi ces substances sont retrouvées 
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les CIEs. Cette liste est basée sur leurs fréquences d’apparition et leurs effets sur la santé. L’Europe 
possède également une liste de 33 substances nécessaires aux contrôles pour assurer la qualité de 
l’eau, cependant pour la première fois cette liste contient également des produits pharmaceutiques 
(11). Les spectres d’actions des CIEs sont très larges. Cependant, un des principaux effets néfastes 
est l’effet sur le système endocrinien (49). Les perturbateurs endocriniens sont des substances 
chimiques qui peuvent interagir sur le système hormonal et ainsi avoir un impact néfaste sur la 
santé et sur le système de reproduction (40,71). Ils peuvent avoir un effet antagoniste en inhibant 
le fonctionnement hormonal (72) ou un effet agoniste, en se liant aux récepteurs et donnant une 
réponse chimique de même nature (49). Ces substances peuvent également altérer la synthèse et le 
métabolisme des hormones (71) et interférer sur leurs libérations, leurs transports, leurs actions ou 
même leurs éliminations naturelles (73). Il est très difficile de montrer ou prouver l’impact négatif 
sur le long terme de ces perturbateurs sur la santé humaine, car jusqu’à présent aucun effet sur la 
reproduction ou sur les générations suivantes n’a été observé (71). Il faut également tenir compte 
de leurs effets lorsque ces perturbateurs sont regroupés dans une même solution (71). L’effet 
négatif de ces endocrines sur le système hormonal a néanmoins été étudié à de nombreuses reprises 
chez des espèces de poissons sauvages et une féminisation des espèces males a été observée (40,71) 
et une masculinisation des amphibiens (71). Cependant, les corrélations entre perturbateurs 
endocriniens et effets néfastes sur la faune ou la flore ne sont pas encore clairement établies. 
Exemple des principaux effets des pesticides et des composés pharmaceutiques en table 1. 
 
 
Cependant, les résultats de toxicité des CIEs disponible dans la littérature doivent être interprétés 
avec grande précaution, car les concentrations employées dans ces études sont très largement 
supérieures à celles retrouvées dans l’environnement. De plus, les tests toxicologiques sont 
souvent réalisés sur de courtes périodes de temps, qui ne permettent pas de prédire les effets à long 
terme de telles expositions (71). Les mélanges complexes de contaminants multiclasses, ainsi que 
leurs produits de dégradations, dans les solutions environnementales peuvent mener à des réactions 
ou à des effets difficilement prédictibles. Les connaissances des effets de mélange et leurs 
conséquences sur l’environnement sont encore méconnues et peuvent remettre en question les 
observations de toxicité réalisées en solution synthétique vis-à-vis des solutions 
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environnementales. En effet, la composition exacte des solutions réelles est difficilement 
caractérisable (nanoparticules, composés organiques ou minéraux non identifiés, etc.…) ; des 
effets synergiques, agonistes ou antagonistes pourraient en effet fausser l’image réelle du devenir 
et de l’impact des CIEs dans l’environnement.  
 
 
Table 1 : Effets des perturbateurs endocriniens sur l’environnement et l’écosystème. 
Exemples de 
molécules 
Effet du perturbateur 
endocrinien 
Environnement, 
écosystème 
Références 
Pharmaceutiques 
Diazepam 
Réponse positive observée dans des 
conditions de stress oxydatif 
Crustacé (63)  
Acide clofibrique 
Réponse positive observée dans des 
conditions de stress oxydatif 
Crustacé (63)  
Naproxen et produit 
de photodégradation 
Toxicité chronique et aiguë plus 
importante pour les sous-produits 
Algues, rotifères, 
microcrustacés 
(63)  
Diclofenac 
Lésion sur organes Daphnia magna (63)  
Lésion rénale et mort Vautour (49)  
Pesticides 
Polybrominated 
diphenyl ether 
(polybrominate) 
Altère la fonction de la thyroïde ;  
Réduction du nombre de 
spermatozoïdes ;  
Retard de la maturation des 
spermatozoïdes 
Poissons et 
accumulation dans 
les sédiments 
(74)  
(43)  
   
Organochlorés 
Intersexuation 
Amphibien, reptile 
et oiseaux 
piscivores 
(71)  
Problème de puberté Homme (49)  
Féminisation Poisson, mouette (40) 
Trouble des caractères sexuels Alligator (40)  
Développement et reproduction 
anormale ;  
Fausse couche ;  
Troubles de la croissance. 
Cancer thyroïde. 
Homme (40)  
DDT 
Féminisation ;  
Problème des caractères sexuels 
Oiseaux, héron (49)  
Trouble de la reproduction 
Réduction organes sexuels mâles 
Alligator (49)  
DDE 
Féminisation ;  
Problème des caractères sexuels 
Oiseaux, héron (49)  
Trouble de la reproduction ;  
Réduction organes sexuels mâles 
Alligator (49)  
Simazine (triazine) Trouble de la reproduction Daphnia pulex (49)  
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1.2 PROCÉDÉS D’ÉLIMINATIONS DES CIES  
 
Une des principales voies d’accès des CIEs dans l’environnement est la décharge d’eaux des 
stations de traitement des eaux usées. Les procédés de traitements conventionnels sont 
malheureusement inadaptés au traitement de certains composés récalcitrants, tel que les CIEs. Les 
effluents de station de traitement représentent ainsi un flux continu de CIEs vers les écosystèmes 
(46).  
 
Figure 2 : Introductions des CIEs dans l’environnement 
  
Afin de pallier cette problématique, de nouveaux systèmes de traitement voient le jour. Qu’ils 
s’agissent des procédés physico-chimiques ou biotechnologiques, ces nouvelles approches sont 
très prometteuses, car elles visent à accroitre les performances de la dégradation des molécules les 
plus récalcitrantes. Ce projet de recherche portant sur les procédés biologiques, les procédés 
physico-chimiques ne sont pas présentés.  
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Procédé biologique conventionnel 
 
Les stations de traitements biologiques conventionnelles ou par « boues activées » sont des 
procédés de traitement des eaux usées avant leurs rejets dans les eaux naturelles. La dégradation 
de la matière organique des eaux est effectuée par des bactéries hétérotrophes en milieu aérobie 
(75). Les organismes responsables des biodégradations sont généralement des souches 
naturellement présentent dans ces milieux et se développent par l’apport d’oxygène (75). Ces 
stations génèrent des boues organiques pouvant contenir de très fortes teneurs en CIEs. Cependant, 
ces biosolides peuvent être une très bonne source d’engrais naturels, car ils contiennent une 
fraction importante de micro — et macronutriments. 
 
1.2.1 Procédés biotechnologiques 
 
Une des voies les plus prometteuses pour le traitement des CIEs est l’utilisation de champignons 
lignivores ou de leurs enzymes oxydatives extracellulaires. En effet, ces organismes sont parmi les 
plus rares à posséder une machinerie enzymatique capable de dégrader la lignine (composante 
aromatique et phénolique du bois).  
 
Les utilisations des organismes entiers ou de leurs enzymes extracellulaires font déjà l’objet 
d’intensives recherches et montrent une grande efficacité à l’élimination de divers CIEs dans les 
eaux et les biosolides (15–17,24–27,29,31,76–85). 
 
La figure ci-dessous schématise les divers mécanismes de dégradation biologique (Fig 3) 
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Figure 3 : Biodégradation des CIEs par WRF 
 
Trois principaux modes d’élimination sont possibles : (i) la biodégradation par les enzymes 
extracellulaires (23,29–32,79,86,87), (ii) la biosorption sur les composantes des membranes 
cellulaires (20–23,79,99,107) et (iii) la biodégradation par les enzymes intracellulaires. Des études 
récentes montrent également l’implication possible des enzymes intracellulaires (iii), telles que les 
cytochromes P450, dans l’élimination des CIEs (28,30–32,79,84,88). Cette versatilité des modes 
d’élimination font de ces procédés une alternative adaptée au traitement des CIEs les plus 
récalcitrants (15,79,81,89).  
 
Malgré leurs faibles coûts, ces procédés souffrent de cinétiques lentes (jours, semaines, mois) et 
de la génération de biomasse. Ces procédés peuvent éventuellement subir les effets des molécules 
très actives biologiquement (toxicités). Ceci pourrait être des freins à leurs implémentations en 
condition de traitement réel et continu des CIEs.  
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1.2.2 Les champignons de la pourriture blanche 
 
Les champignons lignivores vecteurs de la pourriture blanche (White Rot Fungi, WRF), 
appartenant aux groupes des basidiomycètes et ascomycètes suscitent un intérêt grandissant au 
sein de la communauté scientifique. Compte tenu de la très grande diversité et de la complexité 
structurale de la lignine, ces souches sont considérées comme des organismes à très forts potentiels 
pour l’élimination des composés les plus récalcitrants (15–17,24–27,29,31,76–85,90). Au-delà de 
leurs capacités d’adaptation exceptionnelles leur permettant de se développer dans des conditions 
très diverses, leurs systèmes enzymatiques permettent de décomposer la lignine et les autres 
polymères du bois. De plus, ils sont également caractérisés par la production de biomolécules à 
fortes valeurs ajoutées (i.e. enzymes extracellulaires) (91–93). La capacité de ces organismes à 
éliminer les contaminants organiques a été observée dans divers types d’application et 
principalement pour l’élimination des colorants, déchets de l’industrie papetière ainsi que pour les 
hydrocarbures aromatiques (15–18,21,24–27,29,31,76–85,90,94–99). 
 
Actuellement, ces organismes sont étudiés pour l’élimination des composés pharmaceutiques et 
montrent une grande efficacité pour une gamme très large de molécules (23,28,30–32,76,95,99–
105). 
 
1.2.3 Les enzymes extracellulaires 
La performance des espèces de WRF peut varier en raison des différents systèmes enzymatiques 
hébergés par les souches fongiques. Généralement, les enzymes impliquées sont principalement la 
laccase et les peroxydases, ainsi qu’une variété d’enzymes auxiliaires (79,106). 
 
La lignine peroxydase (Lip) est capable d’oxyder des unités non phénoliques de la lignine en 
utilisant comme accepteur d’électrons le H2O2. La manganèse peroxydase (Mnp) a besoin de 
Mn2+ qui est oxydé en Mn3+ lequel diffuse dans le milieu et peut oxyder les unités phénoliques et 
non phénoliques de composés organiques. La laccase (Lac) catalyse l’oxydation des unités 
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phénoliques présentes dans la lignine, en utilisant de l’oxygène comme un accepteur d’électrons. 
Cette enzyme a une grande importance du fait de sa présence dans la plupart des champignons 
ligniolytiques (79,106). 
 
La variation de la composition du milieu de culture influence la production enzymatique chez les 
organismes. De plus, il est possible d’augmenter l’efficacité de ces enzymes par l’ajout de 
médiateur dans le milieu de culture. Ce dernier va jouer le rôle de navette pour les électrons entre 
l’enzyme oxydative et les molécules cibles et permet d’améliorer le degré d’oxydation des 
composés (79,106). 
 
Différentes approches sont utilisées pour mettre en avant l’efficacité des enzymes lignolytiques 
dans la bioremédiation. L’utilisation de l’enzyme libre ou encore l’immobilisation de cette dernière 
sur support solide (24–27). Les enzymes lignolytiques (LMEs) ont montré un fort potentiel 
d’élimination que ce soit sous forme libre ou immobilisée. Elles ont permis la réduction ou 
l’élimination d’une multitude de polluants phénolique et non phénolique (24–27). En effet, 
plusieurs classes de composés pharmaceutiques ont pu être éliminées par l’action des LMEs (24–
27). 
 
1.2.4 La biosorption 
 
La biosorption est un mécanisme physico-chimique impliquant une liaison entre une substance 
chimique et une surface biologique. Ce phénomène permet également un transport passif des 
substances à travers la paroi cellulaire. Ce mécanisme peut contribuer à la biodégradation observée 
de manière très significative. De nombreuses études ont mis en lumière l’effet de la biosorption 
comme étant le paramètre clef de l’élimination des HAP (hydrocarbure aromatique polycyclique), 
mais également de certains composés pharmaceutiques (20–23,79,99,107). Les effets de sorption 
sont très dépendants de la souche utilisée et du mode de culture, mais également des propriétés 
physico-chimiques du composé d’intérêt (e.g. pKa, Kow, encombrement stérique). La biosorption 
peut donc faire intervenir des réactions sur la surface membranaire et dans la membrane cellulaire.  
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1.2.5 Les enzymes intracellulaires 
 
Comme tous les organismes, les champignons ont la possibilité d’internaliser divers types de 
molécules (acide aminé, sucre, minéraux …) et possèdent une machinerie enzymatique 
intracellulaire complexe (23,78,79,86,106–110). Le rôle potentiel de ces processus 
d’internalisations et d’activités enzymatiques intracellulaires lors de dégradation de CIEs demeure 
méconnu. En effet, la majorité des études sur la dégradation des CIEs par voie fongique n’incluent 
pas ou très peu d’information sur la contribution potentielle de l’activité d’autres enzymes 
présentes dans les WRF. Les cytochromes P450, qui sont des enzymes intracellulaires, sont 
soupçonnés de jouer un rôle important dans la bioremédiation de plusieurs contaminants 
organiques (28–33,76,83,85,86,88,90,100–103,105,111–113). Cependant, la démonstration 
définitive du rôle, ou de l’absence de rôle, des enzymes intracellulaires dans la dégradation de 
CIEs reste à faire. Il est important d’adresser cette question, car si les enzymes intracellulaires 
jouent un rôle dans les processus de dégradation de CIEs cela impactera de manière significative 
les orientations du développement du potentiel biotechnologique des WRF pour le traitement des 
CIEs. 
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1.3 OBJECTIFS ET ORGANISATION DE LA RECHERCHE  
 
Cette recherche est axée sur l’étude de la présence et du comportement des contaminants 
organiques dans les matrices environnementales (pesticides et pharmaceutiques). Elle abordera 
divers aspects de cette problématique complexe et qui constituera les principaux axes de cette 
thèse.  
 
Objectif 1 : Le développement de nouvelles approches analytiques robustes est essentiel afin de 
relever les nombreux défis de l’analyse environnementale des CIEs ; analyse de nombreuses 
molécules présentent à de très faibles concentrations dans des matrices complexes. La nature et la 
valeur temporelle des échantillons environnementaux ne permettant pas dans la plupart des cas des 
analyses multiples (i.e. insectes). Les méthodes développées doivent donc permettre d’inclure le 
plus large spectre de composés afin d’élargir les champs de compréhension de la dynamique de 
ces molécules. Cette étude cherche à évaluer et développer des outils analytiques les plus 
performants et applicables (i) aux analyses multiresidues dans les matrices complexes et (ii) 
applicables aux matrices biologiques à faible masse d’échantillons.  
 
Objectif 2 : Les procédés de traitement actuels ne permettent pas une élimination efficace des 
microcontaminants organiques. Une des voies prometteuses est l’utilisation de champignons 
lignivores possédant une machinerie enzymatique très efficace et applicable aux problématiques 
des contaminants émergents. Cependant, très peu d’information est disponible sur les 
performances obtenues aux faibles concentrations. De plus, malgré l’efficacité des enzymes 
extracellulaires ou des propriétés de biosorption de ces organismes, ces paramètres ne permettent 
pas d’expliquer l’élimination de certains composés. Cette étude cherche à (i) évaluer le potentiel 
de décontamination par voie fongique et évaluer les concentrations seuils d’efficacité, et (ii) 
fournir une compréhension plus poussée des mécanismes mis en jeux lors de leurs éliminations 
biologiques.  
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2 CHAPITRE II : MATERIELS ET METHODES  
 
Le chapitre II décrit les méthodes spécifiques employées durant ce projet de recherche.  
Les lecteurs peu familiarisés avec le développement analytique et souhaitant plus d’information 
sur le sujet sont invités à consulter l’annexe A : Developpement analytique, qui fournit de 
nombreuses informations de base sur la question.  
 
2.1 CHOIX DES MOLÉCULES D’INTÉRÊTS  
 
Les molécules sélectionnées dans l’étude permettent de regrouper plusieurs familles de classes 
chimiques comprenant des composés pharmaceutiques et phytopharmaceutiques. Ces molécules 
font partie des composés d’intérêt émergents (CIEs).  
 
Ces composés organiques ont été sélectionnés en fonction de leurs présences dans l’environnement 
et de leurs fréquences d’utilisations au Québec (i.e. acétaminophène, carbamazépine, caféine, 
etc.…) (114). Cette liste a été établie en fonction des contaminations en pesticides retrouvées en 
2013 dans deux régions du Québec (Montérégie et Estrie) (115). 
 
En effet parmi les différentes molécules sélectionnées, de nombreuses sont considérées comme 
étant très récalcitrantes et ne sont pas éliminées par les stations de traitements conventionnelles 
(46).   
 
Les différentes molécules étudiées ainsi que les paramètres analytiques sont présentées en détail 
dans les chapitres suivants (Chapitre III, IV et V).  
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2.2 PRÉPARATION DES SOLUTIONS STANDARDS  
 
 
Qu’il s’agisse de l’étape de prélèvement ou de la préparation des solutions de standards 
analytiques, l’analyse de composés traces nécessite, au préalable, quelques précautions 
opératoires. En effet, les groupements libres à la surface des contenants présentent des 
groupements fonctionnels pouvant mener à des phénomènes de sorption et pouvant entrainer des 
biais analytiques (sous-estimation des résultats). Des vérifications préalables doivent être 
effectuées afin de valider la compatibilité des composés en fonction de la verrerie utilisée. Ainsi, 
afin de minimiser la sorption des composés ciblés, il est effectué une passivation de la verrerie 
utilisée. Toute la verrerie est désactivée par utilisation de dimethyldichlorosilane. La verrerie est 
passivée dans une solution de 5 % de dimethyldichorosilane dans le toluène pendant 1 h. La 
verrerie est par la suite rincée avec 2 volumes de toluène suivi de 3 volumes de méthanol. La 
verrerie est enfin rincée à l’eau jusqu’à obtention d’un pH neutre. La figure 4 ci-dessous illustre le 
principe de passivation du verre. 
 
 
 
Figure 4: (A) représente les groupements silanols du verre, (B) après traitement au 
dimethyldichlorosilane 
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Préparation des solutions mères des CIEs  
 
Les solutions mères sont préparées individuellement (1000 µg mL-1) en pesant précisément 10 mg 
de chaque analyte dans 10 mL de méthanol dans une fiole jaugée (désactivée) de 10 mL. Selon la 
solubilité de certains composés, il est possible d’acidifier le méthanol en utilisant de l’acide 
formique. Toutes les solutions mères sont conservées dans l’obscurité à -18 °C. Les solutions 
mères sont renouvelées tous les 6 mois. 
 
 
Préparation des solutions en mélanges des CIEs  
 
Des solutions intermédiaires (10 µg mL-1) sont préparées en diluant 100 fois la solution mère 
(1 mL de chaque composé dans 100 mL de méthanol) dans une fiole jaugée désactivée. Toutes les 
solutions intermédiaires sont conservées dans l’obscurité à 4 °C. Les solutions intermédiaires sont 
renouvelées tous les 3 mois. Les solutions expérimentales (1 µg mL-1) sont préparées par une 
dilution par 10 des solutions intermédiaires (10 mL dans 100 mL de méthanol) dans une fiole 
jaugée désactivée. Par la suite, des volumes appropriés sont utilisés afin d’atteindre les 
concentrations désirées en mélange des CIEs. Ces solutions expérimentales sont conservées dans 
l’obscurité à 4 °C et sont renouvelées tous les mois. Toutes les solutions doivent être maintenues 
à température ambiante au moins 45 min avant utilisation afin de permettre à ces solutions 
d’atteindre leurs équilibres de solubilité. 
 
Les dates de péremption et les températures proposées ci-dessus ont été établies par des tests de 
stabilités (température et solvant de stockage) sur une période de 1 an. Ces conditions permettent 
ainsi une conservation optimale des standards et solutions analytiques. 
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2.3 ANALYSE DES PESTICIDES DANS LES BOLUSES D’INSECTES  
 
Il est à noter que tous les réactifs sont de grade analytique. Les différents solvants employés (eau, 
méthanol, acétonitrile, acétate d’éthyle, dichlorométhane sont de grade LC/MS (Optima©) et fourni 
par Fisher Scientific (Ottawa, ON, Canada). Les standards analytiques (pureté >95 %) utilisés 
étaient sous une forme solide et proviennent de Sigma Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). Le 
triphenyl phosphate (TPP) est utilisé comme un standard de contrôle qualité interne. 
 
Les différents paramètres analytiques des molécules étudiées sont présentés en détail pour chaque 
molécule dans le chapitre III.  
 
2.3.1 Séparation chromatographique et spectrométrie de masse en tandem 
 
Les analyses multiresidues sont effectuées sur un système spectrométrique comprenant une UPLC 
XEVO TQ équipée d’une colonne Acquity UPLC HSS-T3 (100 mm* 2,1 mm, 1,8 µm), munie 
d’un préfiltre (fritté de 0.2 mm, Waters Corporation, Milford, MA, USA). Le débit d’élution est 
fixé à 0.40 mL min-1 et la température du four de la colonne chromatographique fixée à 35 °C. Le 
volume d’injection est de 5 µL. Les phases mobiles sont composées pour les voies (A) d’eau 
acidifiée (0.20 % d’acide formique) et (B) d’un mélange acidifié (0.20 % d’acide formique) de 
méthanol-acétonitrile (80:20 v/v). 
 
Les analyses en spectrométrie de masse ont été effectuées par ionisation en électrospray en mode 
positif. Le suivi des ions fragmentés est généré par le mode en réaction multiple (MRM). 
L’optimisation des paramètres du spectromètre de masse a été obtenue par infusion directe des 
solutions individuelles de standard analytique à 10 µg mL-1. Deux ions produits ont été utilisés ; la 
trace la plus abondante a été utilisée pour la quantification et la seconde trace la plus abondante a 
servi pour la qualification. L’acquisition ainsi que le traitement des données sont effectuées par le 
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logiciel Masslynx 4.1 (Waters Corp.). Les paramètres optimisés pour les CIEs étudiées sont 
présentés en détail dans le chapitre III et son annexe B. 
 
2.3.2 Justesse et précision 
 
La justesse des méthodes est exprimée à l’aide des taux de recouvrements obtenus par étalonnages 
dans la matrice qui ont comporté trois niveaux de concentration et cinq replicats. La précision 
quant à elle est exprimée en fonction de la déviation standard des taux de recouvrement. Ces deux 
paramètres sont également une mesure de l’erreur aléatoire et systématique.  
 
Les taux de recouvrements moyens obtenus dans les boluses d’insectes sur 3 niveaux de 
concentration et 5 replicats sur les 54 pesticides étudiés varient entre 49 et 106 % avec un 
coefficient de variation moyen inférieur à 22 %. 
 
Les résultats sont présentés en détail pour chaque analyte dans le chapitre III et dans l’annexe B. 
 
2.3.3 Limite instrumentale et effet de matrice 
 
Les limites de quantification et de détection ont été déterminées à l’aide de l’étude des courbes 
d’étalonnages effectuée dans la matrice. Chaque point de l’étalonnage a donc subi le processus 
complet d’extraction en triplicata. Les niveaux de concentration étudiés dans les boluses d’insectes 
s’étendent de 0,10 ng mL-1 à 30,0 ng mL-1. Les limites de détection et quantification obtenues pour 
les 54 CIEs varient entre 0,10 à 3,00 ng g-1 et 0,40 à 7,00 ng g-1 respectivement.  
 
Les résultats sont présentés en détail pour chaque analyte dans le chapitre III et dans l’annexe B. 
 
Les effets de matrice (EM) déterminés par comparaison entre un étalonnage effectué dans la 
matrice (les boluses d’insectes) et un étalonnage effectué dans le solvant. Ces effets sont compris 
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entre ± 28 %. Cependant pour environs 2/3 des analytes les effets de matrices varient entre ± 10 %. 
Deux composés ont été écartés, car présentant des effets de matrices supérieurs à 30 %.  
 
Les effets de matrices supérieurs à 20 % peuvent être corrigés par l’utilisation de standard interne. 
En considérant que les effets de matrices varient en fonction de la séparation chromatographique, 
le choix des standards internes doit être très judicieusement sélectionné. Cependant, dans le cadre 
des analyses multiresidues, il peut s’avérer très compliqué d’obtenir tous les standards marqués 
isotopiquement 2D ou 13C idéalement. Ainsi, l’emploi du Triphenylphosphate (TPP) est utilisé 
comme standard interne pour le contrôle qualité des mesures analytiques (chromatographiques et 
spectrométriques). 
 
2.3.4 Extraction des pesticides dans les boluses d’insectes  
 
Les échantillons de boluses conservés a -80 °C ont été broyés à froid et directement placer dans 
une cellule de digestion microonde. 1 mL d’eau contenant 2 % d’acide formique est ajouté puis 
agité mécaniquement 1 min (vortex). 5 mL d’acétate d’éthyle est ensuite ajouté puis agité jusqu’à 
formation d’une émulsion (1 min).  
 
Extraction assistée par microonde : L’échantillon est ensuite placé dans le système de digestion 
et le cycle d’extraction suivant est lancé : Puissance de 1000 W, rampe de température jusqu’à 
110 °C en 10 min, cette condition est maintenue pendant 10 min suivie d’un refroidissement de 
30 min. 
 
Relargage : Après avoir atteint la température ambiante, 400 mg de sulfate de sodium anhydre et 
100 mg de chlorure de sodium sont ajoutés puis immédiatement mélangés pendant 1 min.  
 
L’échantillon est centrifugé à 4 °C pendant 15 min à 4300 xg. La phase organique (surnageant) est 
récupérée puis évaporée à sec sous léger flux d’azote à 40 °C. L’extrait est par la suite dissout dans 
1 mL d’acétonitrile.  
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Purification : La solution est transférée dans un tube à centrifuger de 1.5 mL contenant les sels de 
purification pour la dispersive SPE (50 mg C18 et 150 mg MgSO4). Le tube est agité (vortex) 
0,5 min puis centrifugé 5 min a 20 050 xg. L’échantillon est évaporé à sec puis reconstitué dans 
0,25 mL d’une solution aqueuse de méthanol (1:1 ; v/v) contenant 10 ng mL-1 de triphenyl 
phosphate (TPP). Finalement, la solution est filtrée sur filtre seringue (PTFE à 0.22 µm) avant 
analyse par spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS). 
 
2.3.5 Confirmation des analytes détectés 
 
La confirmation des analytes détectés se réalise principalement par l’étude du ratio des ions 
obtenus à partir des deux fragments utilisés pour la quantification (Q) et la qualification (q). En 
effet, ce ratio et spécifique à chaque analyte indépendamment des substrats étudiés. Il est 
dépendant du système utilisé (i.e. spectromètre de masse, géométrie de la source ...). Il s’exprime 
par la moyenne du ratio des ions (Q/q) obtenu à chaque point de la courbe d’étalonnage. La 
détection est considérée comme « vrai positive » si : (i) le temps de rétention obtenu est compris 
dans les 2 % du temps de rétention obtenu pour les standards et (ii) si le ratio des ions est compris 
dans les 20 % du ratio des ions obtenu pour les standards. Les résultats présentés par la suite ne 
sont ni corrigés par les taux de recouvrement obtenus lors de la validation des séries d’analyse ni 
par l’utilisation du standard interne. 
 
Les séries d’analyse sont validées par : 
 
(i) L’utilisation du TPP qui informe sur les performances du système analytique (i.e. symétrie 
du pic, intensité des fragments, rapport signal/bruit, effet de matrice ...) 
(ii) L’utilisation d’un matériau de référence interne, composé d’une matrice boluse non 
contaminée, dopée et extraite à chaque série d’analyse. Les résultats obtenus (témoin et 
dopé) permettent de valider et de suivre le processus d’extraction. 
(iii) L’utilisation d’échantillons contrôle ; blancs méthodes et blancs instrumentaux.  
 
Les résultats obtenus sont présentés en détail dans le chapitre III et dans l’annexe B. 
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2.4 BIODÉGRADATION DE CIES PAR DES SOUCHES FONGIQUES  
 
 
2.4.1 Souche fongique utilisée 
 
La souche fongique utilisée Trametes hirsuta (IBB 450) est un champignon lignivore de la 
pourriture blanche « white-rot-fungi ». Elle a été obtenue par la « Culture collection of the institute 
of biochemistry and biotechnology” (Tbilisi, Georgia). 
 
2.4.1.1 Culture sur boite de pétri 
Toutes les expériences ont été réalisées en conditions stériles. La croissance sur boite de pétri de 
la souche est réalisée sur un milieu en agar de patates composé de (4 %), glucose (20 %) et d’agar 
(15 %) en (m/v). La croissance est effectuée sur une période de 10 jours à 37 °C. 
 
2.4.1.2 Granulation des hyphes 
Toutes les expériences de biodégradation ont été réalisées sous forme de granules d’hyphes (ou 
pellets, pelotes). Une pelote est un enroulement des micelles sous effets de l’agitation mécanique. 
La méthode employée a été adaptée de Marco‐Urrea et al. (2008) (29). Brièvement, 4 cubes 
d’environ 1 cm2 sont prélevés à partir de la culture sur pétrie de T. hirsuta. Ces prélèvements sont 
par la suite introduits dans un erlenmeyer de 500 mL contenant 250 mL de milieu de culture 
composé d’extraits de malt (1 %), extrait de levure (0,4 %) et de glucose (0,4 %) (m/v). Après 7 
jours de croissances sous agitation (135 rpm à 26 °C), la culture est dans un premier temps filtrée 
et la biomasse est rincée avec 50 mL d’une solution saline (0,87 % de chlorure de sodium) stérile. 
Cette biomasse est ensuite broyée puis conservée en solution saline à 4 °C. Dans un second temps, 
2 mL de cette solution est introduit dans un erlenmeyer de 1 L contenant 250 mL de milieu de 
culture (extrait de malt [1 %], extrait de levure [0,4 %] et de glucose [0,4 %]). Après 7 jours de 
croissance sous agitation (135 rpm à 26 °C), la solution est filtrée puis la biomasse rincée avec 
50 mL de solution saline (0,87 % de chlorure de sodium). La biomasse est récupérée puis broyée 
 27 
 
avant d’être conservée dans une solution saline (0,87 % de chlorure de sodium). Cette solution de 
micelle en suspension servira à incuber toutes les expériences de biodégradation. Le taux de 
matière sèche de cette dernière solution est estimé par séchage (102 °C, obtention d’une masse 
constante en 3 h) afin de pouvoir estimer la quantité de biomasses inoculée. 
 
2.4.1.3 Préparation des solutions d’essais 
 
Les expériences de biodégradation sont effectuées dans des erlenmeyers de 250 mL contenant 
50 mL de milieu de culture (extrait de malt (1 %), extrait de levure (0.4 %) et de glucose (0,4 %)). 
500 µL de suspension de micelle est introduit par erlenmeyer. Après 2 jours de croissance fongique 
(135 rpm à 26 °C), des pellets homogènes apparaissent dans la solution. Afin d’estimer la 
biosorption deux traitements d’inactivation du champignon sont employés (i) inactivation par la 
chaleur (autoclave à 121 °C sous 19 PSI pendant 45 min) et (ii) par ajout d’azide de sodium NaN3 
(10 mM). 
 
2.4.1.4 Expérience de biodégradation 
 
Après deux jours de latence, la solution de composés pharmaceutiques est ajoutée dans les 
erlenmeyers. Chaque jour, un triplicata de culture est sacrifié et le surnageant est collecté pour 
l’analyse des composés pharmaceutiques et pour les mesures d’activité des enzymes 
extracellulaires. La comparaison entre les cultures vivantes et les cultures désactivées permet de 
distinguer la contribution entre les enzymes extracellulaires et la biosorption sur les résultats 
d’élimination observés. 
 
 
 
Les résultats sont présentés en détail pour chaque analytes dans le chapitre IV et V et dans l’annexe 
C et D. 
 28 
 
2.4.2 Mesure de l’activité des enzymes extracellulaires 
 
Les trois principales enzymes extracellulaires mesurées sont : la laccase, la manganèse peroxydase 
et la lignine peroxydase. Les mesures d’activité enzymatiques ont été réalisées d’après (27,116–
118).  
 
L’activité de la laccase est mesurée en suivant la conversion de 0.5 mM 2,2’— azino-bis — (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) en son radical cation (ABTS•+) à 420 nm (ε420= 
36000 M-1.cm-1) dans un tampon de 0.1 M d’acide citrique/ 0.1 M de phosphate d’hydrogène 
disodique à pH 3. 
 
L’activité de la lignine peroxydase est déterminée par l’oxydation de 2 mM de veratryl alcool à 
310 nm (ε310= 9300 M-1.cm-1) dans un tampon tartrate 0,1 M a pH 3 en présence de 0.4 mM de 
peroxyde d’hydrogène.  
 
L’activité de la manganèse peroxydase est calculée en mesurant le complexe Mn3+-tartrate à 
238 nm (ε238= 6500 M-1.cm-1) générés par la réaction de 7 mM de sulfate de manganèse dans un 
tampon tartrate 0,1 M a pH 5, en présence de 0.05 mM de peroxyde d’hydrogène.  
 
Les mesures enzymatiques sont effectuées en triplicata et les contrôles sont réalisés sans addition 
d’enzyme (oxydases) ou sans peroxyde d’hydrogène (peroxydase). Toutes les mesures ont été 
effectuées à 21 °C. L’unité enzymatique (U) est définie comme étant la quantité d’enzyme capable 
de transformer 1 µmol de substrat par minutes. Les mesures d’activités ont été effectuées sur un 
spectrophotomètre UV-VIS doubles faisceaux (SpectraMax Plus 3250, Molecular Devices Corp., 
Sunnyvale, CA). 
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2.4.3 Analyse des composés pharmaceutiques  
 
Séparation chromatographique et spectrométrie de masse en tandem : 
 
La méthode multirésidue développée en section 2.3 et présentée dans le chapitre III a permis 
d’inclure les composés pharmaceutiques présentés dans les chapitres IV et V. Ainsi, la même 
démarche analytique et les mêmes paramètres chromatographiques et spectrométriques ainsi que 
les procédures de contrôle qualité ont été appliqués pour l’analyse des composés pharmaceutiques. 
Le chapitre IV, V et les annexes C et D présentes en détail les paramètres utilisés.   
 
Préparation des échantillons : 
 
Extraction et purification des mélanges de composés pharmaceutiques (Chapitre IV) : Les 
échantillons ont été purifiés à l’aide d’une cartouche HLB© (waters) suivie d’une cartouche C18 
avant l’analyse en LC/MS/MS. Les échantillons sont prélevés de la solution d’essai et sont écoulés 
à la vitesse de 1 goutte par seconde par gravité. Les cartouches SPE sont préalablement 
conditionnées et équilibrées avec 5 mL de méthanol et 5 mL d’eau respectivement. Après passage 
de l’échantillon, les cartouches sont lavées avec 5 mL d’eau et les analytes sont élués avec 5 fois 
500 µL de méthanol. Les échantillons sont par la suite évaporés à sec sous azote à 40 ºC et 
reconstitués dans un mélange eau-méthanol (1 :1 v/v) contenant 10 ng mL-1 de triphenyl phosphate 
(TPP). L’échantillon ainsi obtenu est filtré à travers un filtre seringue en PTFE de 0.22 µm avant 
l’analyse en LC/MS/MS. 
 
Les recouvrements obtenus étaient compris entre 90 et 110 %. Aucun effet de matrice significatif 
(≤15 %) n’a été observé. Les limites de quantification obtenues dans la matrice étaient inférieures 
à 2 ng L-1. Les résultats de l’élimination présentés ont été quantifiés par des gammes dans la 
matrice et les résultats ont été corrigés en fonction de l’échantillon contrôle (analyte contenu dans 
le milieu de culture).  
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Extraction et purification des mélanges de NSAIs (Chapitre V) : Les échantillons ont été purifiés 
à l’aide d’une cartouche HLB© (waters) avant l’analyse en LC/MS/MS. Les échantillons sont 
prélevés de la solution d’essai et sont écoulés à la vitesse de 1 goutte par seconde par gravité. La 
cartouche SPE est préalablement conditionnée et équilibrée avec 2 mL de méthanol et 2 mL d’eau 
respectivement. Après passage de l’échantillon, les cartouches sont lavées avec 2 mL d’eau et les 
analytes sont élués avec 2 fois 500 µL de méthanol. Les échantillons sont par la suite évaporés à 
sec sous azote à 40 °C et reconstitués dans un mélange eau-méthanol (1 :1 v/v) contenant 
10 ng mL-1 de triphenyl phosphate (TPP). L’échantillon ainsi obtenu est filtré à travers un filtre 
seringue en PTFE de 0,22 µm avant l’analyse en LC/MS/MS. 
 
Les échantillons de biomasse (pellets de champignons) ont été récupérés et lavés avec 10 mL d’eau 
miliQ et séchés sous vide. La biomasse a été pesée puis 1 g de NaCl et 10 mL d’une solution de 
méthanol et d’acétonitrile (1:1 v/v) a été ajoutée à l’échantillon. Après 3 fois 5 min d’ultrason et 
d’agitation mécanique, les échantillons ont été congelés à -80 °C pendant 24 h. L’échantillon est 
centrigugé à 4600 rpm pendant 15 min à 4 °C.  Les échantillons sont par la suite évaporés à sec 
sous azote à 40 °C et reconstitués dans un mélange eau-méthanol (1:1 v/v) contenant 10 ng mL-1 
de triphenyl phosphate (TPP). L’échantillon ainsi obtenu est filtré à travers un filtre seringue en 
PTFE de 0,22 µm avant l’analyse en LC/MS/MS. 
 
Les recouvrements obtenus étaient compris entre 80 et 100 %. Aucun effet de matrice significatif 
(≤10 %) n’a été observé. Les limites de quantification obtenues dans la matrice étaient inférieures 
à 2 µg L-1 dans le surnageant et inférieures à 10 ng g-1 dans la biomasse. Les résultats de 
l’élimination présentés ont été quantifiés par des gammes dans la matrice et les résultats de 
l’élimination ont été corrigés en fonction de l’échantillon contrôle (analyte contenu dans le milieu 
de culture). 
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3 CHAPITRE III :  DÉVELOPPEMENT D’UNE MÉTHODE 
MULTIRESIDUE D’ANALYSE DE PESTICIDES À PARTIR D’UN 
SEUL INSECTE PAR EXTRACTION PAR MICROONDE ET D’UNE 
PURIFICATION PAR MICRO-DISPERSION SUIVIE D’UNE 
ANALYSE EN CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE COUPLÉE À LA 
SPECTROMÉTRIE DE MASSE EN TANDEM  
3.1 AVANT PROPOS 
 
 
Ce chapitre a été accepté pour publication dans « Analytica Chimica Acta » sous les références :  
Haroune et al. (2015). doi:10.1016/j.aca.2015.07.031 
 
« Liquid chromatography-tandem mass spectrometry determination for multiclass 
pesticides from insect samples by Microwave-assisted solvent extraction followed by a salt-
out effect and micro-dispersion purification » 
 
3.1.1 Auteurs et affiliation 
Lounès Haroune[1] , Raphael Cassoulet[1] , Marie-Pier Lafontaine[1] , Marc Bélisle[2] , Dany 
Garant[2] , Fanie Pelletier[2] , Hubert Cabana [3], Jean-Philippe Bellenger[1] * 
 
[1]  Department of Chemistry, Université de Sherbrooke, Faculty of Sciences, (J1K2R1) Canada Qc 
[2] Department of Biology, Université de Sherbrooke, Faculty of Sciences, (J1K2R1) Canada Qc 
[3] Department of Civil Engineering, Université de Sherbrooke, Faculty of Engineering, (J1K2R1) 
Canada Qc 
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3.1.2 Présentation de l’article 
Les composés phytopharmaceutiques sont utilisés de façon abusive pour la protection des cultures 
agricoles. La persistance de ces molécules biologiquement active dans l’environnement et leurs 
impacts sur les organismes (reproduction et survie de la vie sauvage) font l’objet d’intenses 
recherches. Ces dernières années, plusieurs études ont démontré le danger de l’utilisation des 
pesticides, notamment avec la diminution des insectes pollinisateurs. Depuis les 20 dernières 
années, la plupart des oiseaux (insectivore) subissent un fort déclin en Amérique du Nord. Une des 
hypothèses peut être la contamination par les pesticides des insectes leur servant d’alimentation. 
 
Afin de répondre aux défis de l’impact des composés phytopharmaceutiques sur la faune, la 
première étape est l’établissement de méthodes multiresidues de détection applicable aux 
échantillons de faible biomasse (insectes). 
 
Les méthodes retrouvées dans littérature et applicable à cette problématique sont généralement 
évaluées en fonction de molécules ou groupe de molécules spécifiques. L’analyse multiclasse de 
tels échantillons biologiques représente ainsi un défi très important, car l’extraction et l’analyse de 
molécules ayant des propriétés physico-chimiques différentes contenues dans de faibles biomasses 
permettent une caractérisation plus précise des profils de contamination. Cette étude a pour but le 
développement et l’implémentation d’une telle méthode. 
 
3.1.3 Contribution des auteurs 
 
Le plan expérimental a été conçu par JPB, HC et LH. LH a effectué la validation et le traitement 
des résultats. MPL a effectué les infusions des molécules ainsi que des essais préliminaires. RC a 
appliqué la méthode sur des séries d’échantillons et sur la compagne d’échantillon. RC et LH ont 
analysé et traité les résultats. FP, DG et BL ont été responsables de la campagne de collecte des 
échantillons. JPB et LH ont rédigé la première version de l’article. Tous les auteurs ont commenté 
et modifié les versions suivantes. 
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3.2 LIQUID CHROMATOGRAPHY-TANDEM MASS SPECTROMETRY 
DETERMINATION FOR MULTICLASS PESTICIDES FROM INSECT 
SAMPLES BY MICROWAVE-ASSISTED SOLVENT EXTRACTION 
FOLLOWED BY A SALT-OUT EFFECT AND MICRO-DISPERSION 
PURIFICATION 
 
 
3.2.1 Abstract 
 
The effects of phyto-pharmaceutic compounds (PPCs), such as neonicotinoids, on wildlife 
reproduction and survival is a rising concern. Yet, understanding the biological consequences of 
PPC use is particularly complex given the large diversity of PPCs and their derivatives to which 
wildlife can be exposed. Here, we present a simple and sensitive method for the simultaneous 
detection and quantification of multiclass PPCs (54 molecules) in single insect boluses (< 0.05g 
dry mass) by ultra-high pressure liquid chromatography coupled to a tandem mass spectrometer 
(LC-MS/MS). A key part of this new method is the use of a two-step extraction method combining 
(i) the high efficiency of a microwave-assisted solvent extraction (MAE) for extracting analytes 
that might be tightly bound to environmental matrices and (ii) the versatility of a salt-out effect 
adapted from the QuEChERS methodology allowing the extraction and purification of a wide array 
of analytes. This microwave-assisted salt-out extraction (MASOE) approach was compared to 
classical extraction methods including matrix solid phase dispersion (MSPD), microwave-assisted 
extraction (MAE), and the QuEChERS method. Average recoveries for 54 analytes ranged from 
49% to 106%, (relative standard deviations < 22%). The limits of detection (LODs) and 
quantification (LOQs) were in the ranges of 0.10–3.00 ng g−1 and 0.40–7.00 ng g−1, respectively. 
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We applied this method to analyse 881 insect boluses collected from Tree Swallow (Tachycineta 
bicolor) nestlings along an agricultural intensification gradient in southern Québec (Canada). We 
detected 25 PPCs out of the 54 considered. We detected at least one PPC in 30% of samples and 
were able to quantify at least one of them in 17% of samples. Our study shows that the MASOE 
method should prove to be a powerful tool for studying the fate and impacts of PPCs on wildlife. 
 
3.2.2 Introduction 
 
Phyto-pharmaceutic compounds (PPCs) are intensively used in agriculture to protect crops from 
competing non-crop plants or ravaging pests including fungi, worms and arthropods (119). The 
persistence of these biologically active molecules in the environment and their potential negative 
impacts on organisms, ecosystem functions and water quality is a subject of active research (120) 
. One of the first striking examples of the undesirable effects that PPCs may have on biological 
systems came from the use of the insecticide dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT). This very 
persistent molecule is highly fat soluble, and thereby shows a high level of bioaccumulation and 
bioamplification, which lead to severe disorders in non-target species, such as the thinning 
(increased breakability) of eggshells in many long-lived, predatory birds (121). DDT is banned 
since 1970 from most developed countries but has been replaced by new classes of PPC. 
Nowadays, more than two hundred active ingredients are available for pest control (122). In recent 
years, several studies highlighted the potential responsibility of insecticides, especially 
neonicotinoids, regarding the general decrease in pollinating insect abundance, and particularly 
the honey-bee colony collapse disorder observed in both Europe and America (123,124). This lead 
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to a two-year ban of neonicotinoid insecticides by the European Commission for selected crops in 
2013(125). Yet, neonicotinoid compounds have been and remain widely used in North America 
since the late 1990s.  
Over the past 20 years, most aerial insectivorous bird populations have strongly declined in North 
America (126,127). One of the main putative causes put forward to explain this decline is the 
availability reduction and contamination of insect prey species through increasing use of pesticides 
associated with agricultural intensification (126,128–132). The potential impacts of PPC 
contaminants in the food chain on bird reproduction and survival thus remain of much concern 
(133–136). Indeed, experimental studies conducted on birds have shown, among others, that 
pesticide-contaminated food can reduce clutch size, increase the production of sterile eggs, alter 
laying and incubation schedules, reduce nestling performance, increase the probability of nest 
abandon, and may even induce adult mortality (5,136,137). 
To address the challenging question of the impacts of PPCs on wildlife populations one first need 
to efficiently detect a wide array of compounds in field samples often characterized by very low 
biomass and high heterogeneity, such as boluses (beakfuls) of insects that adult birds bring back 
to nestlings. Boluses present an additional challenge as they are characterized by high fatty-acids 
and protein contents. Current published extraction methods for the analysis of pesticides in solid 
or biological substrates range from the traditional Soxhlets, which requires large solvent quantities 
and is very time consuming, to friendlier methods achieving a high extraction efficiency despite 
low solvent and time consumption, such as ultrasonication, accelerated solvent extraction, 
pressurized liquid extraction, microwave assisted or supercritical fluid extraction (138–140). The 
efficiency of the majority of those published methods has, however, been evaluated using single 
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compounds or multiple compounds from a single chemical class. The analysis of compounds from 
different chemical classes is a complex challenge as they may undergo different chemical reactions 
within the biological matrix during sample preparation. The QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, 
Effective, Rugged and Safe) method has first been introduced by Anastassiades et al in 2003 (141) 
to address this issue and has since been successfully applied to a wide variety of matrices for a 
wide range of compounds (142–145), but not to insect samples.  
Working with environmental samples characterized by low biomass, such as insectivorous bird 
boluses, represents an additional challenge. To the best of our knowledge, only one extraction 
method is available in the literature to address the challenge of extracting pesticides from single 
insect-size organisms (146). This method, developed for the analysis of pesticides from single 
isopods (~40 mg) is based on matrix solid phase dispersion (MSPD) (146). However, this approach 
strongly relies on the affinity of the target analytes for the dispersive agent, which may limit the 
applicability for multiclass extraction. Given the above methodological limitations, there is an 
urgent need to develop analytical tools allowing the detection and quantification of multi-classes 
PPCs in low biomass (< 0.05 g dry weight) environmental samples.   
This study presents a method for the simultaneous extraction, detection and quantification of 54 
different organic pesticides representative of three distinct PPC classes (fungicides, herbicides, 
and insecticides) from single boluses of insects that adult passerine birds bring back to their 
nestlings (< 0.05 g dry weight). Specifically, the boluses were collected in a Tree Swallow 
(Tachycineta bicolor) population nesting along an agricultural intensification gradient in southern 
Québec (Canada) (147). The main benefit of the proposed method is the two-step extraction 
approach, which combines the high efficiency of a microwave-assisted solvent extraction (MAE) 
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for extracting analytes that might be tightly bound to environmental matrices and the versatility of 
a salt-out effect adapted from the QuEChERS methodology allowing the extraction and 
purification of a wide array of analytes. This method presents the additional advantages of being 
user-friendly (limited handling) and cost-efficient. 
 
3.2.3 Materials and methods 
 
3.2.3.1 Chemicals and reagents 
All chemicals used in this work were analytical grades. Methanol (MeOH), acetonitrile (MeCN), 
ethyl acetate (AcOEt), dimethyl ketone (DMK) and dichloromethane (DCM) (Optima® grade for 
LC/MS) were purchased from Fisher Scientific (Ottawa, ON, Canada). All reagents and pesticide 
standards, supplied as solids (purity > 95%), were purchased from Sigma Aldrich (Saint-Louis, 
MO, USA). Details on selected pesticides are presented in Sup. Info. Table 6.  
 
3.2.3.2 Glassware passivation 
 
In order to minimize the sorption of target PPC on glassware during experiments, all the glassware 
was deactivated using 5% (v/v) dimethyldichlorosilane in toluene (soaked 1h). Glassware was then 
rinsed with two volumes of toluene and rinsed with three volumes of methanol and water until 
reaching a neutral pH. 
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3.2.3.3 Stock and working solution 
 
3.2.3.3.1 Individual stock solution 
 
Individual stock solutions (1000 µg mL-1) were prepared by accurately weighing 10 mg of 
standard analyte in 10 mL of methanol in 10 mL deactivated volumetric flasks.  Depending on the 
solubility of particular compounds, methanol was acidified (0.1% of formic acid). All stock 
solutions were stored in the dark at -18°C and renewed every 6 months. 
 
3.2.3.3.2 Mixed pesticides working solutions 
 
Intermediate solutions (10 µg mL-1) were prepared using a 100-fold dilution of the stock solutions 
(1 mL of each of the 54 tested PPC individual stock solutions in 100 mL of methanol) in 
deactivated volumetric flasks. All intermediate solutions were stored in the dark at +4°C and 
renewed every month. 
 
Experimental solutions (1 µg mL-1) were prepared using a 10-fold dilution of the intermediate 
solutions containing the 54 tested PPC (10 mL in 100 mL of methanol) in deactivated volumetric 
flasks. Appropriate volumes of these experimental solutions (1 µg mL-1) were used in order to 
reach the desired concentrations of mixed pesticides. Experimental solutions were stored in the 
dark at +4°C and renewed every month. All solutions were maintained at ambient temperature for 
at least 45 min before use in order to allow solutions to reach solubility equilibrium. 
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3.2.3.4 Insect sample collection 
 
881 insect samples were collected in 2013 and 2014 on 40 farms distributed along a gradient of 
agricultural intensification in southern Québec, Canada.  Boluses were collected using a ligature 
method as described by Smits et al in 2005 (148). Boluses were collected and individually placed 
in sterile Falcon tubes. Samples were stored at -80°C within 12 hours until analysis (see Sup. Info 
for details). 
 
3.2.3.5 Pesticides extraction from insect sample 
 
Samples stored at -80°C were grounded frozen and directly placed in a microwave digester glass 
cell. 1 mL of acidic water (2% formic acid) was added and the sample vigorously mixed with a 
spatula and then vortexed for 60 sec. 5 mL of ethyl acetate was added and the solution was mixed 
until the formation of an emulsion (~ 60 sec).  
MAE: Samples were placed in a closed GreenChem glass digestion vessel and digested using a 
CEM Mars 6 microwave digester. The microwave extraction cycle was set according to US EPA 
proposed methods (149,150) as follows: 1000 W, ramp to T = 110°C in 10 min, then hold T = 
110°C for 10 min followed by a 30-min cool down. 
Salt-out extraction: After cool down to ambient temperature, 0.4 g of anhydride magnesium sulfate 
and 0.1 g of sodium chloride were added to the solution, which was immediately vortexed for 60 
sec to avoid the formation of salt bulk. Samples were then centrifuged at 4300 xg for 15 min at 
4°C. The organic layer (upper layer) was removed and evaporated to dryness under a gentle stream 
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of N2 at 40°C (thermostated sand bath). The extracts were then dissolved in 1 mL of 100% 
acetonitrile and vortexed and sonicated for 30 sec. 
 
Dispersive SPE purification: 150 mg of anhydride magnesium sulfate and 50 mg of C18 were added 
to 1 mL of crude extract. The vial was shaken 30 sec and centrifuged 5 min at 20,050 xg at ambient 
temperature. Samples were evaporated to dryness and then reconstituted in 250 µL of a mixture of 
water-methanol (1:1 in v/v) containing 10 ng mL-1 of triphenyl phosphate (TPP) used as system 
suitability for the internal quality control for the analytical measurement (data recording). Finally, 
solutions were filtered thought a 0.2 µm PTFE filter syringe and analyzed by mass spectrometry 
(LC-MS/MS). 
 
3.2.3.6 Chromatography separation and mass spectrometry parameters 
 
Pesticides multi-residue analyses were performed on an Acquity UPLC XEVO TQ mass 
spectrometer equipped with an Acquity UPLC HSS-T3 column (100 mm x 2.1 mm, 1.8 µm, 
equipped with a 0.2 µm fritted pre-filter) (Waters Corporation, Milford, MA, USA). The solvent 
flow rate was set to 0.40 mL min-1 and the column temperature kept at 35ºC. The sample volume 
injected was 5 µL. The mobile phase was 0.20% formic acid/water (A) and 0.20% formic 
acid/méthanol-acetonitrile (80:20 v/v) (B). The elution gradient started with 5% of eluent B for 1 
min, increased to 80% in 5 min, increased to 90% in 1 min and hold 2 min and then back to 5% in 
1 min. The equilibration time was 3 min for a total run time of 12 min (Sup. Info. Table 7 for 
details). The mass spectrometry analysis was performed using a positive electrospray ionization 
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(ESI+) source in Multiple-Reaction-Monitoring mode (MRM). The optimized parameters were 
obtained by direct infusion of individual analytical standard solutions at 10 µg mL-1 as follows: 
desolvation gas flow (N2) at 800 L h
-1; cone gas flow (N2) at 50 L h
-1; collision gas flow (Ar) at 
0.22 mL min-1; capillary voltage 2.5 kV; source température = 150 ºC, and desolvation température 
= 550 ºC. 
 
Two product ions (transitions) were used; the most abundant transition was used for quantification, 
whereas the second most abundant transition was used for qualification. The MS/MS acquisition 
and data processing were performed with Masslynx 4.1 software from Waters Corporation. The 
optimized mass spectrometry parameters are presented in Table 2. 
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Table 2: Optimized parameters of the MS/MS. 
Analytes 
Precursor ions   Fragment ion 1 : Quantification      Fragment ion 2 : Qualification               Ion Ratio 
Precursor ion 
(m/z) 
CT 
(V) 
 Product ion  
(m/z) 
CE 
(V) 
 Product ion  
(m/z) 
CE 
(V) 
Q/q 
1-Naphtol 145 24  127 16  117 16 1.68 
Acetamiprid 223 22  126 20  56 14 4.53 
Aldicarb 191 10  116 4  89 12 1.97 
Aldicarb-sulfone 223 20  86 14  148 8 1.19 
Aldicarb-sulfoxide 207 14  132 6  89 12 1.41 
Atrazine 216 24  96 24  104 28 1.11 
Azinphos-methyl 317 10  132 14  125 18 3.48 
Bendiocarb 224 14  109 16  167 8 1.00 
Bentazon 239 34  132 24  197 20 1.59 
Boscalid 343 28  307 20  140 20 1.75 
Carbaryl 202 14  145 10  127 26 3.47 
Carbendazim 192 24  160 18  132 28 5.18 
Carbofuran 222 18  123 22  165 12 1.05 
Chlorfenvinphos 359 18  155 12  99 30 1.49 
Chlortoluron 213 22  72 16  140 24 10.0 
Chlorpyrifos 350 20  198 18  97 26 1.09 
Clothianidin 250 16  132 16  169 12 1.05 
Coumaphos 363 30  227 26  307 18 2.56 
Cyanazine 241 24  214 16  104 28 3.41 
Diazinon 305 20  169 20  153 20 1.46 
Dimethoate 230 14  199 10  125 20 1.48 
Dinotefuran 203 14  129 12  87 16 2.26 
Diuron 233 18  72 18  160 26 19.5 
Fludioxonil 247 42  126 30  169 34 2.65 
Hexazinone 253 22  171 16  71 30 2.32 
Imazethapyr 290 32  177 26  248 18 1.58 
Imidacloprid 256 20  175 18  209 14 1.14 
Iprodione 330 16  245 14  162 30 13.9 
Isoproturon 207 22  72. 18  134 22 14.3 
Kresoxim-methyl 314 10  267 6  206 6 1.44 
Linuron 249 22  160 16  182 16 1.05 
Malathion 331 14  99 20  127 12 1.07 
Methibenzuron 222 16  165 16  150 32 2.32 
Metobromuron 259 20  170 18  148 16 1.34 
Metolachlor 284 20  252 16  176 26 1.99 
Metoxuron 229 22  72 16  156 24 10.0 
Monolinuron 215 20  126 16  148 16 1.05 
Nitenpyram 271 18  56 26  225 14 1.07 
O-Methoate 214 16  125 22  183 12 1.08 
Parathion 292 18  236 14  94 38 4.24 
Pendimethalin 282 12  212 10  194 18 9.23 
Permethrin 408 12  183 8  355 16 2.76 
Phosmet 318 14  160 14  133 38 4.25 
Piperonyl butoxide 356 14  177 14  119 36 3.71 
Pyraclostrobin 388 16  194 12  163 24 1.39 
Pyrimethanil 200 36  107 24  82 24 1.33 
Sebuthylazin 230 14  174 18  104 30 3.26 
Simazine 202 26  132 18  124 18 1.13 
Spinosad 732 34  142 26  98 58 5.09 
Terbuthylazine 230 22  174 16  96 26 4.98 
Thiabendazole 202 42  175 24  131 32 1.35 
Thiacloprid 253 28  126 20  186 14 12.5 
Thiametoxam 292 16  211 12  181 24 2.03 
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Trifloxystrobin 409 20  144.97 48  185.97 18 1.22 
Note: Parameters were optimized after analyte infusion at 10 µg mL-1, CT: cone tension, CE: collision energy, Q/q: 
ions ratio between the intensity of quantitative and qualitative trace. 
 
3.2.3.7 Positif peak confirmation 
 
The confirmation of the detected analytes was performed using the ion ratio of the two fragments 
used for the quantification and qualification (see section 2.6) in MRM. This ratio is specific to 
each analyte, regardless of the matrix, and was expressed as the average (mean) of the ion ratio 
(Q/q) measured at each point of the calibration curve (n = 6) (Table 2). An analyte was considered 
as a “true” positive if (i) the chromatographic retention time was within 2% of the chromatographic 
retention time of the standard compound, and (ii) the relative abundance of two selected transition 
ions ratio (quantitative and qualitative) was within 20% of the expected value of ions ratio obtained 
for the standards. To avoid false positives during compounds identification, two other confirmation 
approaches, based on (i) a product ions confirmation (PIC) (Sup. Info Fig. 27A) and (ii) on 
daughter’s scan from the precursor ion (Sup. Info Fig. 27B) were evaluated. Briefly, the PIC 
consists of a full MS scan (or daughter scan) applied on the detected precursor ions in MRM. The 
qualification of the detected analyte (selected precursor ion in MS1) is confirmed using fragments 
generated in the collision cell and collected in the second quadrupole (MS2) through the product 
ion selected in the MRM function. While not part of current qualification methods, the PIC is a 
valuable tool that should be considered more often as it is an efficient qualification approach even 
at concentrations close to the method limits. Unlike the conventional daughter scan confirmation, 
the PIC approaches (i) does not require additional mass function that could significantly reduce 
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peak resolution (number of point per peak) and (ii) PIC does not require an additional re-injection 
step. PIC function is directly integrated to the MRM function and allows the simultaneous 
quantification (MRM) and qualification (daughter scan or MS scan) in a single injection. This 
function (PIC) could be particularly useful when using small volume samples, for which re-
injection can be an issue. 
 
3.2.3.8 Methods validation strategy 
 
The primary objective of this study was the development of an efficient method for the detection 
of multiclass PPCs in insectivorous bird boluses. Boluses are characterized by low insect biomass, 
which makes the direct comparison of the tested methods on the same samples (using subsamples; 
spiked and non-spiked) impossible. Boluses are also very heterogeneous both in terms of mass and 
insect species composition (148,151). Thus, the direct comparison of the methods on non-spiked 
boluses would have required a very large amount of samples in order to account for environmental 
variability. Thus, the development and the validation of the method was performed using dummy 
samples (composite of non-contaminated spiked boluses). 
 
3.2.3.8.1 Accuracy and precision 
 
The accuracy (recovery) of the method was evaluated at 3 levels of concentration (5 ng g-1, 25 ng 
g-1, and 50 ng g-1) performed in 5 replicates (on the same day and laboratory). The precision was 
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expressed as a relative standard deviation of the recovery. These two parameters are a measure of 
random and systematic errors. 
 
3.2.3.8.2 Limits of detection and quantification 
 
The limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) were determined in matrix 
regression using 5 replicates from independent calibration solutions to minimize systematic errors 
and 6 levels of concentration ranging from 0.10 to 30.0 ng mL-1. The LOD and LOQ were 
calculated, according to the International Committee on Harmonization (152) as three and ten 
times the standard error of the calibration curve. Briefly, LOD and LOQ were calculated as 
follows: 
 
𝐿𝑂𝐷 =  𝑏0 + 3 × 𝑆(𝑏0) 𝑏1⁄  And  𝐿𝑂𝑄 = 𝑏0 + 10 × 𝑆(𝑏0) 𝑏1⁄  
 
Where b0 is the analytical blank, S(b0) is the standard deviation of the analytical blank and b1 the 
analytical sensibility. 
 
3.2.3.9 Matrix effects 
 
The matrix effects (ME) were determined by comparing the slope of a calibration curve (6-point 
regression curves from 0.10 to 30.0 ng mL-1) acquired in the matrix (boluses) and the slope of a 
calibration curve acquired in the solvent (acidic aqueous methanol). Both calibration curves were 
performed in triplicates. The ME is expressed in percent as follows:  
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𝑀𝐸 =  (𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒 𝑜𝑓 𝑡ℎ𝑒 𝑠𝑝𝑖𝑘𝑒𝑑 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡 𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒 𝑜𝑓 𝑡ℎ𝑒 𝑠𝑝𝑖𝑘𝑒𝑑 𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡 − 1)⁄ × 100 
3.2.4 Results and discussion 
 
3.2.4.1 LC-MS/MS optimization 
 
The multiresidue analysis of PPCs from multiple chemical classes is challenging due to the high 
variety of physico-chemical properties of the target molecules. Thus, the LC-MS/MS parameters 
were selected in order to achieve the best compromise between performance (i.e. signal intensity 
and peak shape of each target analyte) and versatility (i.e. ability to detect multiresidue analytes 
from contrasted chemical classes in a single run). The dwell time (5ms) and segment time (≈40 s) 
were tuned to optimize the density of points per peak (> 8 points per peak). A C18 HSS-T3 column 
was selected as it allows sufficient chromatographic retention for the most polar compounds; 
unlike C18 columns which are poorly efficient to retain polar molecules, HSS-T3 column exhibits 
polar sites on the silica matrix. Several solvents were tested for the mobile phase; methanol gave 
a better sensitivity and acetonitrile a better peak shape. The optimal ratios were (A) 0.20% formic 
acid/water and (B) 0.20% formic méthanol-acetonitrile 80:20 (v/v). The adjunction of formic acid 
increased the peak performance (i.e. shape and intensity). 
 
3.2.4.2 Calibration curve 
 
Calibration parameters were assessed using an F-test ANOVA (test of lack of fit, α = 0.05). The 
calibration curve fitted with both linear and quadratic polynomial equations from 0.10 to 30.0 ng 
mL-1. The best fit was obtained with a quadratic curve (Y=ax2+bx+c; back-calculation < 20%, 
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variation of response factors < 10% and regression coefficient > 0.999, with the exception of few 
molecules > 0.99 See Sup. Info. Table 9 for détails). 
 
3.2.4.3 Limits of detection and quantification 
 
The limit of detection (LOD) and the limit of quantification (LOQ) were determined using three 
conventional methods (Sup info figure 29A and 29B for details). The selected method is described 
in section 2.8.2 and the results are presented in Table 3. The LOD/LOQ ranged from 0.08/0.49 ng 
g-1 (Hexazinone) to 2.16/6.32 ng g-1 (fludioxonil). The LOD and LOQ (in ng g-1 range) are well 
below (assumed) toxic concentration reported for the most toxic compounds which are in the range 
of µg g-1 (153).  
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Table 3: Performances of the evaluated method (MASOE). 
Active ingredient 
Accuracy (%) Precision (%) Method Limits 
 5ng/g  25ng/g  50ng/g  5ng/g  25ng/g  50ng/g 
LOD 
ng/g 
LOQ 
ng/g 
1-naphtol 52.3 65.9 70.5 8.96 3.47 3.95 0.20 0.48 
Acetamiprid 63.0 61.8 64.3 11.2 8.67 4.43 0.28 0.68 
Aldicarb 49.0 52.7 44.2 12.6 13.5 9.69 0.30 1.04 
Aldicarb-sulfone 61.3 69.9 63.9 10.9 5.97 8.53 0.58 1.48 
Aldicarb-sulfoxide 69.5 79.5 89.1 12.4 6.95 5.76 0.15 0.66 
Atrazine 89.0 81.8 95.6 12.6 11.6 8.32 0.32 0.89 
Azinphos-methyl 49.0 71.2 67.4 12.3 10.0 9.11 0.49 1.41 
Bendiocarb 44.3 55.5 68.3 8.18 12.2 2.73 0.36 0.74 
Bentazon 99.0 103 87.9 4.35 6.06 3.83 0.46 1.48 
Boscalid 39.0 77.2 79.9 9.70 7.08 15.5 0.34 1.07 
Carbaryl 55.8 68.7 68.2 7.90 8.55 0.44 0.17 0.51 
Carbendazim 77.0 79.7 70.3 5.91 11.8 4.58 0.19 0.48 
Carbofuran 62.5 71.1 68.8 4.79 11.6 0.87 0.19 0.47 
Chlorfenvinphos 51.0 69.4 67.3 5.31 7.60 7.00 0.46 1.21 
Chlortoluron 66.5 78.3 79.3 5.79 7.90 3.20 0.27 0.65 
Chlorpyrifos 32.0 31.4 55.0 3.36 1.79 8.17 0.10 0.36 
Clothianidin 72.0 50.7 37.4 9.83 4.74 6.55 0.35 1.14 
Coumaphos 58.0 62.1 72.2 7.90 4.29 11.0 0.41 0.92 
Cyanazine 57.0 70.3 68.8 8.76 3.83 3.76 0.28 0.75 
Diazinon 41.0 38.4 35.9 4.50 6.56 1.28 0.20 0.45 
Dimethoate 54.8 72.4 62.2 7.84 13.6 2.75 0.17 0.44 
Dinotefuran 47.0 57.1 54.5 10.0 9.65 6.02 0.39 0.83 
Diuron 54.5 67.5 69.5 9.46 5.20 5.06 0.35 0.71 
Fludioxonil 94.1 80.1  87.6 1.36  8.13  6.30 2.16 6.32 
Hexazinone 72.5 90.9 82.4 13.1 11.1 2.72 0.08 0.49 
Imazethapyr 75.0 107 76.0 5.41 15.6 2.50 0.16 0.45 
Imidacloprid 63.0 68.4 71.6 7.68 14.0 13.0 0.42 1.06 
Iprodione 99.3 104 110 16.7 15.7 31.0 1.51 4.90 
Isoproturon 67.8 79.9 73.0 5.85 7.47 2.62 0.28 0.67 
Kresoxim-methyl 41.0 44.2 53.2 4.34 6.90 9.32 0.67 1.77 
Linuron 39.5 57.6 55.1 3.69 4.15 2.16 1.12 3.76 
Malathion 49.0 70.8 65.3 8.75 10.8 3.80 0.96 1.94 
Methibenzuron 66.0 98.3 78.2 5.29 12.1 1.14 0.27 0.59 
Metobromuron 46.3 50.0 43.5 5.73 1.53 1.19 0.60 1.71 
Metolachlor 65.3 59.2 61.1 3.60 7.31  2.14  0.21           0.47 
Metoxuron 71.5 83.5 106 12.1 8.48 9.84 0.23 0.51 
Monolinuron 48.8 50.0 58.1 2.36 6.71 1.41 0.19 0.71 
Nitenpyram 48.0 44.8 24.4 1.25 6.50 3.96 0.22 0.55 
O-methoate 64.3 56.4 64.6 4.27 8.64 3.38 0.53 1.60 
Parathion 100 66.9 52.1 24.7 9.29 2.81 0.88 2.88 
Pendimethalin 64.0 58.8 63.7 5.67 6.61 3.75 0.19 0.56 
Permethrin 43.0 28.0 23.6 9.07 3.60 1.70 0.23 0.56 
Phosmet 35.0 53.8 63.8 2.75 2.90 2.75 0.28 0.70 
Piperonyl butoxide 73.0 77.0 73.5 4.19 12.2 3.39 0.16 0.42 
Pyraclostrobin 62.7 80.2 95.0 7.23 6.63 8.84 0.25 0.67 
Pyrimethanil 63.5 79.6 73.0 3.59 13.3 1.42 0.49 1.10 
Sebuthylazin 81.3 97.4 108 6.65 8.98 8.37 0.20 0.44 
Simazine 97.3 77.9 91.9 10.1 8.01 3.90 0.26 0.66 
Spinosad 78.5 107 88.0 5.90 6.90 3.36 0.21 0.62 
Terbuthylazine 67.5 87.8 96.5 6.02 12.8 16.9 0.21 0.53 
Thiabendazole 86.0 100 60.0 14.0 20.8 5.58 0.16 0.42 
Thiacloprid 65.0 68.8 80.0 13.6 5.85 5.19 0.18 0.38 
Thiametoxam 50.0 77.2 48.0 13.2 14.4 11.0 0.27 0.72 
Trifloxystrobin 53.0 47.6 44.4 7.63 6.29 5.06 0.26 0.59 
Note: The accuracy and precision expressed in % were measured on 3 levels of concentrations (5 ng g-1, 25 ng g-1, 
50 ng g-1) and 5 replicates, the intra-day precision and accuracy were defined in terms of random and systematic 
errors, where the precision expresses the relative standard deviation of the accuracy. 
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3.2.4.4 Sample preparation for LC-MS/MS analysis 
 
3.2.4.4.1 Sample homogenization 
 
Sample homogenization insures an efficient extraction of analytes by improving the surface of 
contact between the matrix and the extraction solvent. Three freeze-grinding methods were tested 
using porcelain mortar and pestle; (i) samples were frozen at -80°C and directly grinded, (ii) 
samples were grinded after addition of liquid N2, and (iii) samples were grinded after being mixed 
with dry-ice. Sample grinding with liquid N2 and dry-ice resulted in noisier MS scan 
chromatograms, suggesting that more non-desired co-extracts were extracted than when using 
samples frozen and stored -80°C, even if the grinding efficiency highly increased with N2 (data 
not shown). Higher undesired co-extracts can lead to more complex matrix effect. Thus 
homogenization using frozen samples at -80°C was selected. 
 
3.2.4.4.2 Samples extraction 
 
Three extraction procedures were tested; (i) a Matrix solid phase dispersion (MSPD), (ii) a 
QuEChERS method, and (iii) a microwave assisted extraction (MAE). All approaches were tested 
on spiked and non-spiked samples (boluses). The three extraction methods were evaluated using 
15 molecules of environmental concern and representative of the different targeted chemical 
classes (fig 5). 
 
3.2.4.4.3 Matrix solid phase dispersion (MSPD) 
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As described above, MSPD has been successfully used to extract multiple pesticides (15 
compounds) from single isopods (154). Unfortunately, the efficiency of this approach mostly relies 
on the specificity of the target analytes for the dispersing sorbent, limiting the applicability for 
multiclass extractions. Our results using spiked boluses confirm this assumption (Fig. 5); MSPD 
was efficient at extracting molecules such as metoxuron, cyanazine, hexazinone but achieved 
limited versatility; it failed at efficiently extracting analytes from various classes; (i.e. 
metobromuron, methibenzuron, atrazine, sebuthylazin, linuron, metolachlor). Multiple MSPD 
using different dispersing agents, or mixtures of dispersing agents, could improve the range of 
molecules extracted. However, it will be at the cost of more extensive handling and it is poorly 
adapted to the analysis of environmental samples characterized by low biomass (dry weight < 50 
mg). Considering these major drawbacks, MSPD was not considered for further evaluation on non-
spiked boluses. 
 
3.2.4.4.4 QuEChERS approach 
 
We tested an extraction approach based on a salt-out effect adapted from the QuEChERS 
methodology. The adjunction of salts increases solvent partitioning and transfer efficiency of more 
polar target analytes from the aqueous layer to the organic layer, and improves the precipitation of 
the matrix compounds. This limits the co-extraction of phospholipids that are known interferants 
in biological samples. In order to minimize non-polar co-extracts (fatty, sterols), a micro dispersion 
purification (d-SPE) using C18 and anhydrous MgSO4 was selected. This tested approach gave 
satisfactory results on spiked boluses (Fig. 5), showing that this approach is efficient at extracting 
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analytes superficially bond to the matrix. However, no analytes could be extracted from non-spiked 
environmental samples (boluses, data not shown). This suggests that an extraction solely relying 
on the eluent strength of the solvent might not be powerful enough to extract analytes more tightly 
bound to biological matrices (e.g. exoskeleton cells), as it is expected for insects subjected to long-
term exposures to multiclass PPCs. 
 
 
Figure 5: Extraction efficiency (% recovery) of; MSPD (black bars), MASE-DCM (red bars), 
MAE-DCM (blue bars), MASE-AcOEt (gray bars), MAE-AcOEt (green bars) and QuEChERS 
salt-out (white bars) on spiked boluses at 1 µg g-1. 
 
3.2.4.4.5 Microwaves assisted extraction (MAE) 
 
A mixture of water and an organic solvent was selected as extraction solution. Water present 
significant advantages with regard to extraction efficiency; it has a high dielectric constant (ε’ = 
80.1, i.e. a strong adsorption of microwave radiations) and a low dissipation factor (tanδ = 1.57.10-
4) leading to superheating (154,155); this phenomenon improves the rupture of cells and other 
analyte-matrix bounds that increases the diffusivity of analytes. The water adjunction allows the 
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swelling of the sample that improve (i) PPC diffusivity during extraction and (ii) solvent 
partitioning. However, the use of water (“hot solvent”) presents a major drawback. The significant 
increase in solvent temperature during the extraction can lead to the thermodegradation of target 
analytes. In order to prevent this, a non-aqueous miscible solvent with a lower dielectric constant 
(i.e. a low adsorption of microwave radiations) was added in the extraction mixture. Five solvents 
(“cold solvent”) with different water miscibility were tested (i.e. MeOH, MeCN, AcOEt, DCM 
and DMK). Methanol was discarded as it was inefficient at extracting herbicides, such as 
metoxuron, monolinuron, chlortoluron or metobromuron (Fig. 6). Despite the good recoveries (> 
70% for most tested molecules) obtained with MeCN and DMK, these two solvents were also 
rejected because their use resulted in the extraction of more undesired co-extracts (based on the 
percentage of dry residues after evaporation until dryness, data not shown). AcOEt and DCM were 
finally selected as they provided satisfactory extraction efficiencies (Fig. 6) and limited amount of 
undesired co-extracts.      
 
This water/ethyl-acetate (or water/dichloromethane) extraction mixture achieves a high extraction 
efficiency of the hot solvent (water with high absorption of microwave radiation) while preventing 
(or at least limiting) the thermodegradation of extracted analytes by the cold solvent (AcOEt or 
DCM with low adsorption of microwave radiation). This approach was particularly efficient at 
extracting multiple analytes from spiked boluses (fig. 6). Interestingly, target analytes could also 
be detected in non-spiked boluses (data not shown), supporting our hypothesis that MAE is more 
appropriate than the single QuEChERS at extracting analytes tightly bound to environmental 
matrices (boluses). Unfortunately, this MAE extraction (with AcOEt or DCM) was poorly efficient 
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at extracting polar molecules (e.g. Aldicarb, figure 7), which is a significant drawback when 
performing multiclass analysis. 
 
Figure 6: Extraction efficiency (% recovery) of MAE on spiked boluses 1 µg g-1 using 5 different 
solvents; methanol (MeOH, black bars), dimethyl ketone (DMK, Red bars), ethyl acetate (AcOEt, 
blue bars), dichloromethane (DCM, green bars), acetonitrile (MeCN, Gray) 
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Figure 7: Relative efficiency of MAE pH = 2 (black bars), MASE (red bars), MASE pH = 2 (green 
bars) and QuEChERS (yellow bars) as compared to MAE (AcOEt) for 54 analytes in spiked 
boluses. Data are expressed as follows: [(% recovery)/ (% recovery of MAE AcOEt) -1 
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3.2.4.4.6 Microwaves assisted and salt-out extraction (MASOE) 
 
None of the tested above approaches was satisfactory. Thus, we decided to test a two-step 
extraction approach combining the high efficiency of MAE to extract analytes from environmental 
samples (step one) and the capability of the salt-out approach to recover more polar molecules 
(step two). This microwave assisted, salt-out extraction (MASOE) approach gave very satisfactory 
results with both DCM and AcOEt; the extraction efficiencies are comparable to the non-modified 
QuEChERS method and the MAE for the 15 molecules tested on spiked boluses (Fig. 5). 
Comparing the performances of the MAE, QuEChERS and MASOE approaches on all 54 analytes 
using spiked boluses clearly showed the superiority of MASOE over the other two extraction 
methods; MASOE achieved the best overall performance (Fig.7). This supports our assumption 
that the adjunction of the salt after the MAE extraction broadens the range of analytes efficiently 
extracted, which is a key for multiclass PPC analysis. The adjunction of the salt also improves 
purification by enhancing proteins denaturation (e.g. NaCl) and the low pH (pH = 2) reduced the 
analyte-matrix binding (156). As discussed below, unlike the salt-out alone, the MASOE approach 
also proved to be very efficient at extracting PPCs from non-spiked boluses (see section 4.). We 
recommend the use of AcOEt rather than DCM for MASOE. In several matrix trials the use of 
DCM resulted in the formation of multiple layers in the supernatant. This was likely due to the 
high hydrophobicity of DCM, which may induce more co-extracts (e.g. fatty compounds). In 
addition, due to the high density of DCM, the analytes were collected in the lower layer that also 
contained residual matrix particles and salt. Thus, MASOE using DCM may be less versatile than 
MASOE using AcOEt. AcOEt is also a more environmental friendly solvent than DCM. 
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3.2.4.5 Choice of the final reconstitution solvent 
 
All samples were reconstituted in 250 µl before injection in the LC-MS/MS. The selected 
reconstitution solvent was a mixture of acidic water and methanol (1:1 v/v + 0.1% formic acid). 
This mixture offered the best compromise between peak shape and signal intensity (Sup. Info Fig 
28A and 28B).  
 
3.2.4.6 Matrix effects 
 
Matrix effects regarding the analysis of the 54 tested molecules are presented solely for the 
MASOE method (Table 4). Matrix effects (ME) ranged from -28% (aldicarb-sulfone) to +28% (o-
methoate), with the exception of nitenpyram (-58%) and permethrin (+337%). For most of the 
tested molecules (46/54), the matrix principally induced ion suppression (i.e. underestimation of 
the analyte concentration, -2% ≥ ME ≥ -28 %). Ion enhancement (i.e. overestimation of the analyte 
concentration, +2 % ≤ ME ≤ +28 %) was noted for only a few analytes (6/54). No or negligible 
ME (-10 % ≥ ME ≤ +10 %) was observed for roughly two thirds of the tested molecules (33/54). 
Overall, these results show that the matrix has moderate effects on the quantification of most tested 
molecules; 48 of the 54 tested molecules achieved ME lower than ±20%.  
For the 6 analytes achieving a ME higher than 20%, the analysis could be improved by the use of 
an internal standard. Considering that the ME profile varied along the chromatographic separation 
(Fig. 8), the internal standard should be selected to closely match the elution properties of the target 
analyte, ideally the 13C or 2D labelled analyte.  
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Figure 8: Overlay between the percentage of recovery (black bars) and a MS full scan (red line) 
of a real bolus matrix. Peaks on the chromatogram are undesired co-extracts. 
 
3.2.4.7 Analytical performances of MASOE 
 
Accuracy and precision: Values for accuracy and precision are presented in Table 2. These values 
were calculated for three non-contaminated spiked amounts (5, 25 and 50 ng g-1) of analytes. The 
calculated precision was < 22% for all 54 analytes (Table 3). Results show acceptable recovery for 
most molecules at all concentrations tested (Table 4). More than a third of the analytes (22/54) 
achieved recovery between 70-120% (group a, Table 4). Half of the analytes (25/54) achieved 
recovery between 50-70% (group b, Table 4). Only 6 analytes (group c, Table 4) showed poor 
recovery (≈ 40-50%). These compounds are among the most polar (i.e, nitenpyram) and apolar 
(i.e, permethrin) of the 54 tested analytes (see Kow, Table 4). The low recovery obtained for these 
molecules may have resulted from the fact that they chromatographically co-eluted with matrix 
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residues (undesired co-extracts) (Fig. 8). This is supported by the high ME for these compounds 
(Table 4). The use of an isotopic labeled internal standard could highly improve recovery in such 
cases. Comparison with other published methods: Only a few studies specifically addressed the 
fate and occurrence of PPCs in insect samples. It is thus difficult to compare the performance of 
the proposed method with the literature. Nonetheless, we compared the performances of the 
MASOE with that of other reported methods for relevant PPCs in environmental matrices (Sup 
Info Table 10). The LOD obtained with the MASOE are significantly lower (up to 10 times) than 
those reported in most studies using MSPD, MAE or QuEChERS approaches for various 
molecules such as Diazinon, Chlorpyrifos or Malathion (Sup Info Table 10). However, the 
recovery reported for these approaches are 2 to 3 times higher than those obtained with the 
MASOE for these organophosphorus compounds. For other compounds, such as Thiabendazole, 
MASOE achieved good recovery, while the traditional QuECheRS (Sup Info table 10) failed for 
honey bee samples. Poor or moderate recovery is a recurrent challenge when performing 
multiresidue analyses on environmental matrices (157,158). The MASOE is no exception to this 
rule, as it often achieved lower recovery than other published approaches. However, the MASOE 
can detect a wide range of PPCs (54 analytes) using a single method, which is highly valuable 
when evaluating the impact of multiples PPC exposures in low biomass samples, such as boluses. 
It is also worth reminding that a direct comparison of traditional approaches with MASOE must 
be made with caution considering the specificity of the samples and matrices used in this study. 
The implementation of the MASOE to the analysis of multiresidues in more traditional samples 
shall provide a more reliable comparison. 
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Table 4: Recovery efficiency of the MASOE methods on the 54 tested PPC. 
Analytes Recovery (%) RSD (%) ME (%) Logkow RT (min) groups 
1-naphtol 62.9 5.46 -13 2.85 5.40 b 
Acetamiprid 63.0 8.09 -8 2.55 4.35 b 
Aldicarb 48.6 11.9 -12 1.13 4.82 c 
Aldicarb-sulfone 65.0 8.47 -28 -0.67 3.22 b 
Aldicarb-sulfoxide 79.4 8.38 -16 -0.78 2.97 a 
Atrazine 88.8 10.8 -5 2.82 5.68 a 
Azinphos-methyl 62.5 10.5 -12 2.53 5.98 b 
Bendiocarb 56.0 7.69 -9 2.55 5.21 b 
Bentazon 96.0 4.75 -23 1.67 5.40 a 
Boscalid 65.4 10.8 -16 4.00 6.21 b 
Carbaryl 64.2 5.63 -10 2.35 5.41 b 
Carbendazim 75.7 7.42 -19 1.52 3.23 a 
Carbofuran 67.5 5.76 -9 2.30 5.27 b 
Chlorfenvinphos 62.6 6.63 -10 4.15 6.64 b 
Chlortoluron 74.7 5.63 -6 2.58 5.60 a 
Chlorpyrifos 39.5 4.44 -10 5.11 7.09 c 
Clothianidin 53.4 7.04 20 2.64 4.10 b 
Coumaphos 64.1 7.73 -10 4.47 6.66 b 
Cyanazine 65.4 5.45 -11 2.51 5.09 b 
Diazinon 39.4 4.11 -4 3.86 6.66 c 
Dimethoate 63.1 8.08 -9 0.28 4.30 b 
Dinotefuran 52.9 8.56 -7 -0.19 3.03 b 
Diuron 63.8 6.57 -14 2.67 5.78 b 
Fludioxonil 87.2 5.26 8 3.82 6.10 a 
Hexazinone 81.9 8.9 -5 2.15 5.21 a 
Imazethapyr 86.2 7.84 -4 2.60 5.02 a 
Imidacloprid 67. 7 11.6 -10 -0.41 4.10 b 
Iprodione 104 21.1 -18 2.85 6.49 a 
Isoproturon 73.6 5.31 -3 2.84 5.73 a 
Kresoxim-methyl 46.2 6.85 -7 5.88 6.55 c 
Linuron 50.7 3.33 -22 2.91 6.09 b 
Malathion 61.7 7.77 -12 2.29 6.27 b 
Methibenzuron 80.8 6.16 -5 2.38 5.62 a 
Metobromuron 56.6 2.82 -11 2.51 5.66 b 
Metolachlor 61.9 4.35 -9 3.24 4.82 b 
Metoxuron 87.0 10.1 -6 2.11 4.89 a 
Monolinuron 52.3 3.49 -10 2.26 5.51 b 
Nitenpyram 40.1 3.90 -58 0.40 3.28 c 
O-methoate 61.8 5.43 28 -1.49 2.78 b 
Parathion 73.0 12.3 -20 3.73 6.56 a 
Pendimethalin 62.2 5.34 -6 2.62 7.13 b 
Permethrin 31.5 4.79 337 7.43 7.89 * 
Phosmet 50.9 2.80 -13 2.48 6.01 b 
Piperonyl butoxide 74.5 6.60 -4 4.29 7.04 a 
Pyraclostrobin 79.3 7.57 -4 5.45 6.67 a 
Pyrimethanil 72.1 6.11 2 3.19 5.42 a 
Sebuthylazin 95.6 8.00 -2 3.31 6.05 a 
Simazine 89.0 7.35 -5 2.40 5.20 a 
Spinosad 91.1 5.39 0 5.61 6.32 a 
Terbuthylazine 83.9 11.9 -5 3.27 6.17 a 
Thiabendazole 82.1 13.5 10 2.00 3.50 a 
Thiacloprid 71.3 8.23 -9 2.33 4.65 a 
Thiametoxam 58.4 12.9 11 0.80 3.66 b 
Trifloxystrobin 48.3 6.33 -8 6.62 6.75 c 
 
Note: Average recovery expressed in percent is the mean of 3 levels of concentrations and 5 replicates, Analytes are 
grouped based on recovery; Group (a) represented molecules with recoveries between 70-120 and (b) 50-70, Bold 
and italic lines represented molecules where the recoveries are 40-50% group (c). 
 60 
 
3.2.4.8 Detection of pesticides in non-spiked boluses 
 
A total of 881 individual boluses collected from Tree swallows were submitted to PPC extraction 
and analysis according to MASOE method described above (Table 5). Among the 54 targeted 
analytes, 25 were detected but could not be quantified (LOD < [analyte] < LOQ and 19 were 
detected and quantified (LOQ < [analyte]). Overall, pesticides were detected in roughly 30% of 
samples and quantified in roughly 17% of the boluses analyzed. These results underline the 
presence of multiclass PPC contaminants in insect prey consumed by Tree swallows. The 
characterization of multiclass chemical exposures is key to understand the impact of PPCs on 
wildlife, especially farmland birds. As highlighted by Bro et al (2015) (159) birds are exposed to 
multiple chemicals and mixtures which effects cannot be easily studied using class specific 
quantification methods. The significance of these findings on our understanding of the impacts of 
pesticides on tree swallows remain to be assessed and will be part of a subsequent and dedicated 
report. Current results nevertheless demonstrate that the MASOE method presented in this paper 
is suitable for the detection of multiclass PPCs in the diet (boluses) of wild insectivorous birds.  
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Table 5: Presence of PCC in unspiked bolus samples analyzed using the developed MASOE 
method.  
Analytes 
Detection 
frequency 
(‰) 
Quantification 
Frequency 
(‰) 
Min amount 
quantified 
(ng g-1) 
Max amount 
quantified 
(ng g-1) 
Mean amount 
quantified 
(ng g-1) 
RSD (%) 
1-naphtol 2.34 2.34 9.26 12.8 11.1 22.7 
Acetamiprid n.d. n.q. - - - - 
Aldicarb n.d. n.q. - - - - 
Aldicarb-sulfone n.d. n.q. - - - - 
Aldicarb-sulfoxide n.d. n.q. - - - - 
Atrazine 160 97.6 3.41 324 26.0 169 
Azinphos-methyl n.d n.q. - - - - 
Bendiocarb n.d. n.q. - - - - 
Bentazon 17.0 11.4 7.81 404 54.9 224 
Boscalid n.d. n.q. - - - - 
Carbaryl 6.81 2.27 10.2 13.8 12.0 21.2 
Carbendazim 3.41 2.27 4.38 5.43 4.9 15.1 
Carbofuran 1.14 n.q. - - - - 
Chlorfenvinphos n.d. n.q. - - - - 
Chlortoluron n.d. n.q. - - - - 
Chlorpyrifos 7.95 1.14 3.13 3.13 3.13 - 
Clothianidin 59.0 7.95 6.11 224 41.5 195 
Coumaphos n.d. n.q. - - - - 
Cyanazine n.d. n.q. - - - - 
Diazinon 4.54 2.27 2.27 6.25 4.26 66.1 
Dimethoate 1.14 n.q. - - - - 
Dinotefuran n.d. n.q. - - - - 
Diuron 1.14 1.14 4.46 4.46 4.46 - 
Fludioxonil 1.14 1.14 66.6 66.6 66.6 - 
Hexazinone 1.14 n.q. - - - - 
Imazethapyr 48.8 25.0 2.31 87.2 16.8 143 
Imidacloprid 4.54 n.q. - - - - 
Iprodione 1.14 1.14 25.0 25.0 25.0 - 
Isoproturon n.d. n.q. - - - - 
Kresoxim-methyl n.d. n.q. - - - - 
Linuron n.d. n.q. - - - - 
Malathion n.d. n.q. - - - - 
Methibenzuron n.d. n.q. - - - - 
Metobromuron n.d. n.q. - - - - 
Metolachlor 92.0 53.5 2.36 133 10.9 212 
Metoxuron n.d. n.q. - - - - 
Monolinuron n.d. n.q. - - - - 
Nitenpyram n.d. n.q. - - - - 
O-methoate n.d. n.q. - - - - 
Parathion 10.2 5.68 20.0 54.9 34.4 49.9 
Pendimethalin 2.27 2.27 35.0 53.5 44.3 29.6 
Permethrin n.d. n.q. - - - - 
Phosmet 3.41 n.q. - - - - 
Piperonyl butoxide n.d. n.q. - - - - 
Pyraclostrobin n.d. n.q. - - - - 
Pyrimethanil n.d. n.q. - - - - 
Sebuthylazin n.d. n.q. - - - - 
Simazine 2.27 1.14 5.15 5.15 5.15 - 
Spinosad  1.14 n.q. - - - - 
Terbuthylazine n.d. n.q. - - - - 
Thiabendazole 14.8 6.81 2.13 7.42 3.34 2.89 
Thiacloprid 11.4 6.81 2.39 93.6 18.8 61.1 
Thiametoxam 6.81 2.27 4.02 49.3 26.7 120 
Trifloxystrobin n.d. n.q. - - - - 
Note: Number of bolus analyzed was 881 except for 1-naphtol (n = 856) and metolachlor (n = 804). 
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3.2.5 Conclusion 
 
The described two-step method (MASOE) combines the high efficiency of MAE to extract 
analytes from environmental samples (step one) and the capability of the salt-out followed by d-
SPE clean up (QuEChERS approach) to recover a wide range of molecules (step two). The 
MASOE approach achieved the best overall performances for the detection and quantification of 
multiclass PPCs (54 analytes) in heterogeneous and low biomass (< 0.05 g dry weight) insect 
samples. While the method was primarily developed for PPC analysis in insectivorous bird 
boluses, it is likely to achieve suitable performance on various matrices and should prove to be an 
efficient tool to support research on the fate of multi-residue and multiclass PPCs in the 
environment and their impacts on wildlife. The high precision and versatility of the MASOE 
allowed the detection and quantification of multiclass PPCs in Tree Swallow boluses. The impact 
of these contaminated insects on Tree swallows and their allies (e.g. reproduction and survival) 
remains to be fully characterized.  
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4 CHAPITRE IV : ÉVALUATION DE L’EFFICACITÉ DE TRAMETES 
HIRSUTA APPLIQUÉE À L’ÉLIMINATION DES COMPOSÉS 
PHARMACEUTIQUES EN CONCENTRATIONS 
ENVIRONNEMENTALES  
 
4.1 AVANT PROPOS 
 
 
Ce chapitre a été accepté pour publication dans « Bioressources Technologies » sous les références 
: Haroune et al. (2014). doi: 10.1016/j.biortech.2014.08.036 
 
« Evaluation of the efficiency of Trametes hirsuta for the removal of multiple pharmaceutical 
compounds under low concentrations relevant to the environment » 
 
4.1.1 Auteurs et affiliation 
Lounès Haroune a, Sabrina Saibi b, Jean-Philippe Bellenger a, Hubert Cabana b,*, 
 
a Department of Chemistry, Université de Sherbrooke, 2500 Boul. de l’Université, Sherbrooke 
(Qc) J1K 2R1, Canada 
b Department of civil Engineering, Université de Sherbrooke, 2500 Boul. de l’Université, 
Sherbrooke (Qc) J1K 2R1, Canada 
 
4.1.2 Présentation de l’article 
Les composés pharmaceutiques sont retrouvés dans tous les compartiments de notre 
environnement et cela souligne la faible efficacité des stations conventionnelles de traitement des 
eaux à éliminer ces composés. Afin de remédier à cette situation, de nouveaux procédés de 
traitement sont actuellement explorés.  
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Parmi les nombreuses alternatives les procèdes biologiques gagnent en intérêt, car ils offrent une 
balance adéquate entre versatilité et renouvelabilté. Une des voies les plus prometteuses réside 
dans l’utilisation des champignons de la pourriture blanche (White-Rot-Fungi). Ces champignons 
lignivores possèdent une très grande variété d’enzymes extracellulaire (oxydase, peroxydase, etc.) 
capable de dégrader non seulement la lignine, mais également une vaste gamme de composés 
organiques (dont les pharmaceutiques). 
 
Cependant, la plupart des études utilisant ces organismes sont effectuées avec un seul composé et 
des concentrations qui ne sont pas représentatives des conditions environnementales. Ces éléments 
limitent fortement l’évaluation du potentiel et la compréhension de ce type de procédés. Cette 
étude a pour but d’évaluer les performances d’un champignon lignivore pour la dégradation de 
mixtures complexes de contaminants à des concentrations réalistes du point de vue 
environnemental. 
 
4.1.3 Contribution des auteurs 
Le plan expérimental a été conçu par HC, JPB et LH. LH a effectué le développement et la 
validation de la méthode et le traitement des résultats. SS et LH ont effectués les expériences et 
analyses des analytes et des activités enzymatiques. JPB, HC et LH ont rédigé la première version 
de l’article. Tous les auteurs ont commenté et modifié les versions suivantes. 
  
 65 
 
4.2 EVALUATION OF THE EFFICIENCY OF TRAMETES HIRSUTA FOR THE 
REMOVAL OF MULTIPLE PHARMACEUTICAL COMPOUNDS UNDER 
LOW CONCENTRATIONS RELEVANT TO THE ENVIRONMENT 
 
 
4.2.1 Abstract 
 
An evaluation of the efficiency of the White-rot fungi (WRF) Trametes hirsuta to remove multi-
classes pharmaceutical active compounds (17 PhACs) at low and environmentally realistic 
concentrations (20–500 ng L-1) was performed. The importance of biosorption over enzymatic 
activity on PhACs removal was also evaluated. Results highlight the importance to consider 
environmentally relevant PhACs concentrations while evaluating the removal capacities of WRF 
in wastewaters treatment processes, as PhACs concentration strongly influence both the enzymatic 
activity profile and the removal efficiency. Results also show that under tested experimental 
conditions, laccase was the only active extracellular lignin modifying enzyme and that biosorption 
and possibly intracellular enzymes also contribute to the removal of some PhACs. 
 
4.2.2 Introduction 
 
Pharmaceutical active compounds (PhACs) have been reported in all compartments of the 
environment (46), highlighting the relatively poor efﬁciency of wastewater treatment plants 
(WWTP) to remove these chemicals. To overcome this inefﬁciency, new processes of elimination 
are being explored. Biological treatments are receiving increasing interest as they offer the right 
balance between versatility and renewability (see Sup.Info. Table 14). One of the most promising 
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biological processes for PhACs removal is the use of white-rot fungi (WRF) (81). These lignivore 
fungi˛ produce a variety of extra cellular lignin modifying enzymes (LME) [including; Lignin 
peroxidase (LiP; EC 1.11.1.14), manganese-dependent peroxidase (MnP; EC 1.11.1.13), and 
laccase (LAC; EC 1.10.3.2)] that not only decompose wood materials but also a wide array of 
organic compounds, including emerging recalcitrant contaminants (27,90). However, most studies 
using WRF have been carried out using single PhAC under concentrations that are not 
representative of wastewaters or the environment (100–1000 times higher). This strongly limits 
the evaluation of the real potential of WRF to remove PhACs in a comprehensive manner (31).  
In this study, the efﬁciency of the WRF Trametes hirsuta to remove a mixture of 17 PhACs, 
representing various chemical and therapeutic classes, under low PhACs concentrations (20, 100 
and 500 ng L-1) was evaluated. The degradation kinetics (5 days) were measured by UPLC/MS–
MS. The activities of three major extracellular enzymes (LAC, and MnP, LiP) were monitored by 
UV–Vis spectrophotometry. The potential contribution of biosorption and intracellular enzymes 
to the removal of PhACs were also evaluated. This is one of the ﬁrst studies that considers the 
effect of low PhAC concentrations on WRF efﬁciency to remove multiple PhACs. 
  
 67 
 
4.2.3 Methods 
 
4.2.3.1 Chemicals 
 
All chemicals were analytical grade. Formic acid, methanol and acetonitrile (OptimaÒ grade for 
LC/MS) were purchased from Fisher Scientiﬁc (Ottawa, ON, Canada). PhACs, malt extract, yeast 
extract and D-glucose from Sigma–Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). 
 
4.2.3.2 Medium, fungal strain and culture conditions 
 
This work was carried out under sterile conditions using T. hirsuta strain IBB 450 under pelleted 
mycelium forms (see Sup. Info. for details). Biodegradation studies were performed in 250 mL 
Erlenmeyers, containing 50 mL of medium spiked with 0.5 mL of a mycelium solution (≈300 mg 
dry weight). After two days of fungal growth (26 °C, 135 rpm) homogenous pellets appeared. 
Fungal cultures (2.06 ± 0.12 g dry weight per ﬂask) were used without further treatment (LF) or 
were inactivated before addition of PhACs to the medium (20, 100 and 500 ng L-1). Two 
inactivation treatments were used; (i) a heat-kill treatment (HKF, autoclaved 45 min at 121 °C and 
19 psi) and (ii) a biocide treatment (BF, 10 mM of sodium azide). Every day, one triplicate was 
sacriﬁced and the supernatants were collected for PhACs quantiﬁcation and enzyme activity 
measurements. The pellets were dried (120 °C, 3 h) and weighted in order to estimate fungal 
biomass. The comparison of the PhACs removal by living fungi and inactivated fungi allows 
deciphering the contribution of external enzyme activity and biosorption to the observed removal. 
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4.2.3.3 Pharmaceutical quantification 
 
Analyses of PhACs were performed using a positive electrospray ionization (ESI+) source in 
Multi-Reaction-Monitoring mode on an Acquity UPLC XEVO TQ mass spectrometer (Waters 
Corporation, Milford, MA) equipped with an Acquity UPLC HSS-T3 column (100 mm Â 2.1 mm, 
1.8 lm). No signiﬁcant matrix effect was observed and the determined LOQ were above 2 ng L-1 
(See Sup. Info. for details). 
 
4.2.3.4 Extracellular enzymatic assays  
 
The activities of LAC, MnP, and LiP were monitored by UV–Vis spectrophotometry according to 
Touahar et al. (2014) (see Sup. Info. for details). One enzymatic activity unit (U) was deﬁned as 
the amount of enzyme that transforms 1 lmol of substrate per min. Results report the mean and 
standard deviation of triplicates. 
 
4.2.3.5 Statistics 
 
The statistics treatment was performed by a variance analysis (ANOVA), using a Holm–Sidak test. 
The levels of signiﬁcance are expressed as a P value <0.05. 
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4.2.4 Results and discussion 
 
4.2.4.1 Extracellular enzymes activity 
 
The enzymatic production by WRF is known to be highly dependent on species (160) and growth 
conditions (16). Laccase was the only signiﬁcantly active LME in the culture medium of T. hirsuta 
exposed to PhACs under the three conditions. Thus, we only report activity for LAC (Fig. 9). The 
absence of peroxidase activities is in accordance with previous studies reporting that peroxidase 
and other enzymes are more often expressed when the WRF are grown on solid medium or 
immobilized (87). It is also known that the LMEs, and particularly LiP and MnP enzymes, are 
mostly expressed under nitrogen and carbon-limiting conditions (87,160). Thus, the relatively 
nutrient rich medium used in this work might contribute to explain the limited production of 
peroxidases. The monitoring of peroxidases activity, based on the oxidation of veratryl alcohol to 
veratraldehyde, has been subjected to critics as it might induce bias (161). An alternative assay 
proposed by Arora and Gill (2001) using dye azure B was tested, but no signiﬁcant activity for LiP 
nor MnP was detected. 
 
4.2.4.1 Laccase activity as a function of PhACs concentration 
 
Laccase activity was detected solely in cultures containing PhACs and its activity increased with 
decreasing PhACs concentrations (maximum activity from ≈20 U L-1 at 500 ng L-1 after 96 h to 
≈70 U L-1 at 20 ng L-1 after 48 h) suggesting that the presence of PhACs induced LAC secretion 
(Fig. 9). All experiments were performed using the same initial fungal biomass and fungal biomass 
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did not signiﬁcantly changed over the 5-day period of PhAC exposure (data not shown). This rule 
out the potential effect of PhACs on fungal biomass production that could impact LAC activity. It 
is also worth noting that the pattern of LAC activity was affected by PhACs concentrations. The 
maximum activity of LAC was observed the earliest in the presence of the lowest PhACs 
concentration. Results show that T. hirsuta is very efﬁcient at removing non-steroidal anti-
inﬂammatory drugs (NSAIDs), such as ibuprofen and naproxen (Fig. 10A) which are poor 
substrates for LAC (27). It is now well documented that many low molecular weight compounds, 
referred to as mediators, can extend the oxidative capacity of LAC to molecules that are poor 
substrates to this enzyme (109). Mediators can be efﬁcient at trace concentrations (162). LAC 
mediators are extremely diverse (163) and include various naturally occurring molecules such as 
alcohol, phenols and aromatic amines. In a recent study, Malarczyk et al. (2009) showed, in 
Trametes versicolor and Cerrena unicolor, that the response of LAC activity to mediators 
concentration was non-linear and that decreasing mediator concentrations improved LAC activity. 
The efﬁcient degradation of NSAIDs by T. hirsuta and the observed stimulation of LAC activity 
at lower PhACs concentration could reﬂect the modulation of enzyme activity by LAC mediators 
present in the tested mixture. Overall data suggest that PhACs act as inducers and might also 
act as mediators of LAC activity, with the lowest concentrations achieving the highest and earliest 
activity. However, it is not clear whether or not the observed induction of LAC activity is a 
response to speciﬁc compounds, or degradation by-products within the mixture, or is a common 
response to all compounds. The exact identity of the mediators, if any, within the 17 tested 
compounds, or their by-products, remains to be fully investigated. In wastewater and 
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environmental situations complex mixtures of compounds present at low concentration is the rule 
(46). In this perspective the results are informative on the behavior of T. hirsuta. 
More research must be performed to better evaluate the enzymatic response of T. hirsuta to speciﬁc 
classes of compounds that could be relevant to speciﬁc applications such as the treatment of 
hospital wastewater. 
 
Figure 9: Lacasse activity over time (5 days) at different PhAC initial concentrations. Values 
plotted are the means and the error bar represents the standard deviation of triplicate culture. 
Similar letters indicate no significant difference according to one-way analysis of variance 
(ANOVA), Holm-Sidak, P < 0.05. 
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4.2.4.2 T. hirsuta efficiency to remove multiple PhACs 
 
   In all experiments, NSAIDs were totally removed (Fig. 10A). The other PhACs tested 
(carbamazepine, caffeine, bezaﬁbrate, ifosfamide, cyclophosphamide, atenolol, trimethroprim, 
oﬂoxacin) were not or only partially removed; less than 40% of removal for most of these 
molecules. Some molecules, such as trimethroprim, atenolol and oﬂoxacin, were poorly removed, 
especially under low concentrations (<100 ng L-1). Some of these substances (i.e. atenolol and 
oﬂoxacin) are known to be quite resistant to biodegradation (164). In some cases, the removal 
efﬁciency was concentration dependent, but the trends were not always clear. Interestingly, 
previous studies on commercially available LAC (27), showed that compounds such as fenoﬁbrate, 
diazepam, ketoprofen and most NSAI are poorly removed by LAC (≈20% of removal). This is in 
contrast with the present results in which these compounds were very efﬁciently removed (≈80–
100%). Experiments were conducted on a mixture of several PhACs under low concentration, 
while many published studies report experiments conducted at much higher concentrations and 
often using a single PhAC. This might contribute to explain these contrasted results. However, 
many studies using simple PhAC solutions under high concentrations also report the higher 
efﬁciency of WRF (i.e. T. versicolor) to remove compounds usually recalcitrant to LAC (31). This 
suggests that mechanisms, other than extracellular LAC, could contribute to the removal of some 
molecules. Overall, data show that T. hirsuta is able to degrade multiple PhACs under very low 
and environmentally realistic concentrations. This conﬁrms that WRF bear great biotechnological 
potential for the removal of PhACs. However, it also appears that many gaps in the understanding 
of the degradation pathways remain to be ﬁlled in order to fully exploit this potential. A particular 
 73 
 
attention should be given to degradation by-products produced at various concentrations and 
complexity of PhAC mixtures. 
 
(A)                                                                             (B) 
 
 
Figure 10: Percentage of removal of 17 PhACs by the WRF T. hirsuta. (A) at three PhAC 
concentrations in the aqueous media (B) by living fungi (LF), heat-kill treated fungi (HKF) and 
biocide treated fungi (BF) at 100 ng L-1. (Values plotted = means, error bar = st standard 
deviation, n = 3). Similar letters indicate no significant difference according to one-way analysis 
of variance (ANOVA), Holm-Sidak, P < 0.05. 
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4.2.4.3 Effect of PhACs exposure on T. hirsuta pellets morphology 
 
 All cultures were cultivated under the exact same conditions and initial fungal biomass. While 
fungal biomass was not signiﬁcantly affected, the size of the pellets decreased with increasing 
PhACs concentrations (Sup. Info. Fig.30). The surface of the pellets was also more homogenous 
at higher PhACs concentrations. Previous studies have reported that pellets size is directly linked 
to enzymatic secretion; increasing pellets size increases enzymatic production and secondary 
metabolites (165). This is in accordance with present observations, where high PhACs 
concentrations result in smaller and more homogenous pellets and lower LAC activity (Fig. 9 and 
Sup. Info. Fig. 30). Smaller and more homogenous pellets also offer a higher speciﬁc surface for 
sorption. This change in morphology might also affect the hydrophobicity of the pellet further 
inﬂuencing PhAC sorption. It has been hypothesized that biosorption on fungus surface contributes 
to remove recalcitrant compounds including PhACs (23). 
 
4.2.4.4 Contribution of the biosorption to PhACs removal by T. hirsuta 
 
PhACs poorly removed by LF (bezaﬁbrate, ifosfamide, cyclophosphamide, trimethroprim, 
atenolol, caffeine and oﬂoxacin) were as well poorly removed by inactivated fungi (HKF and BF) 
(Fig. 10B). The other tested PhACs achieved contrasted responses to inactivated fungi. Fenoﬁbrate 
was completely removed by LF, HKF and BF. This strongly suggests that biosorption is the 
primary process responsible for the observed removal and that extracellular enzyme (i.e. LAC) 
activity has a negligible effect. The removal of ketoprofen, acetaminophen, amoxicilline and 
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iopromide was signiﬁcantly higher in the presence of LF than both HKF and BF. This suggests 
that both biosorption and degradation by extracellular LAC contributed to the observed removal 
of these compounds. Finally, the removal of mefenamic acid, ibuprofen, indomethacin, naproxen 
and carbamazepine was very efﬁcient and comparable with LF and HKF but was signiﬁcantly 
lower with BF. This suggests that while biosorption can contributed to the observed removal of 
these compounds, other processes might be at play. The absence of signiﬁcant differences between 
LF and HKF suggests that the extracellular enzyme LAC has a limited or no effect on the removal. 
The higher removal observed with HKF than BF could reﬂect a higher biosorption due to improved 
membrane surface after heat treatment (broken membrane). The heat treatment could also strongly 
disturb the structure of fungal pellets further improving biosorption compared to BF. The BF and 
HKF might also have contrasted effects on enzymes contributed to PhACs removal but not 
accounted for in this study. Indeed, recent studies suggested the implication of intracellular 
enzymes (i.e. cytochrome P450s) in the degradation of PhACs by WRF (31). Differences between 
HKF and BF could reﬂect the role of internal cellular content (i.e. enzymes) and its subsequent 
release into the solution during the heat-kill treatment, on PhACs removal. Further research is 
required to decipher the real contribution of extracellular and intracellular enzyme activity and 
biosorption on the removal of multiple PhACs under environmentally realistic concentrations. This 
variety of potential mechanisms involved in PhACs removal by WRF make processes using whole-
fungi likely more versatile in terms of applications and target molecules, than processes based on 
pure enzymes. 
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4.2.5 Conclusion 
 
This is one of the ﬁrst studies reporting the efﬁciency of WRF (T. hirsuta) to remove multiple 
PhACs from contrasted chemical classes under environmentally relevant concentrations (20–500 
ng L-1). Data also suggest that some PhACs can act as LAC inducers and possibly mediators. 
Results also indicate that PhACs concentration signiﬁcantly affects the morphology of T. hirsuta 
pellets. Finally, results suggest that LAC activity might not be the only process at play; biosorption 
and intracellular enzyme activity might play a signiﬁcant role in multiple PhACs removal that 
remains to be fully investigated. 
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Supplementary data associated with this article can be found, in the online version, at 
http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2014.08.036. 
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5 CHAPITRE V : CONTRIBUTION DES ENZYMES 
INTRACELLULAIRES LORS DE L’ÉLIMINATION DES 
COMPOSÉS PHARMACEUTIQUES PAR TRAMETES HIRSUTA  
 
5.1 AVANT PROPOS 
 
 
Ce chapitre fait l’objet un manuscrit qui sera soumis sous peu a Bioressource Technology. Cette 
étude est la suite directe des travaux présentés dans le chapitre IV. 
 
« Intracellular enzymes contribution to the biocatalytic removal of pharmaceuticals by 
Trametes hirsuta » 
 
5.1.1 Auteurs et affiliation 
Lounès Haroune a, Sabrina Saibi b, Hubert Cabana b, Jean-Philippe Bellenger a,* 
 
a Department of Chemistry, Université de Sherbrooke, 2500 Boul. de l’Université, Sherbrooke 
(Qc) J1K 2R1, Canada 
b Department of civil Engineering, Université de Sherbrooke, 2500 Boul. de l’Université, 
Sherbrooke (Qc) J1K 2R1, Canada 
 
5.1.2 Présentation de l’article 
 
Le potentiel des enzymes extracellulaire (e.g Laccase) appliqué à l’élimination des composés 
pharmaceutique est bien documenté. L’usage de champignons lignivore permet de combiner les 
bénéfices de la sorption sur les parois cellulaires de l’organisme et l’activité d’enzymes 
extracellulaires.  
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Cependant pour certains composés pharmaceutiques, ni la biosorption et ni l’activité des enzymes 
extracellulaire ne sont capable d’expliquer leurs éliminations. 
 
De récentes études ont émis l’hypothèse de la contribution d’enzymes intracellulaire à la 
dégradation, notamment des cytochromes (CYP450). Cette étude vise à tester ces hypothèses. 
 
La compréhension des mécanismes mis en jeux permettra une meilleure utilisation de ces procédés 
biologiques. De plus ces éléments pourraient ouvrir à la voie à des usages alternatifs en permettant 
de contourner les limitations actuelles imposées par les organismes biologiques.  
 
5.1.3 Contribution des auteurs 
 
Le plan expérimental a été conçu par JPB, HC et LH. LH a effectué le développement et la 
validation de la méthode et le traitement des résultats. SS et LH ont effectués les expériences et 
analyses des analytes et des activités enzymatiques. JPB, HC et LH ont rédigé la première version 
de l’article. Tous les auteurs ont commentés et modifiés les versions suivantes. 
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5.2 INTRACELLULAR ENZYMES CONTRIBUTION TO THE BIOCATALYTIC 
REMOVAL OF PHARMACEUTICALS BY TRAMETES HIRSUTA 
 
5.2.1 Abstract 
 
This study explored the removal by the white-rot fungus (WRF) Trametes hirsuta of six non-
steroidal anti-inflammatories (NSAIs) by (i) commercial laccase, (ii) crude enzyme extracts and 
(iii) whole cell cultures. Results show that some compounds easily removed by the WRF were 
recalcitrant toward laccase and crude enzymes extract solutions. Results obtained with the 
inactivated WRF revealed that the removal of NSAIs could not be explained by biosorption and 
involved the internalization of molecules. That suggesting the involvement of intracellular 
enzymes in WRF-mediated degradation. The addition of cytochrome P450 inhibitors had no 
significant effect on the removal of ketoprofen. However, the by-product profile was significantly 
altered, suggesting that intracellular enzymes, other than the cytochrome P450, might contribute 
to the degradation. Overall, this study highlights that the biocatalysis of NSAIs by the WRF relies 
on multi-step mechanisms, involving both intracellular and extracellular enzymes and compound 
exchanges between the intracellular and extracellular media. 
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5.2.2 Introduction 
 
Nowadays, the presence of multiple trace organic contaminants (TrOCs), such as pharmaceuticals, 
pesticides and personal care products in many compartments of the environment is well 
documented (52). This highlights the inefficiency of traditional wastewater treatment plants to 
remove these molecules and the urgency to implement new processes to address the challenge of 
TrOCs (46). Among the new avenues explored to upgrade water treatment systems, advanced 
oxidation processes bear great potential due to their high efficiency to remove most recalcitrant 
compounds (54,166,167). However, the high-energy consumption and the use of hazardous 
materials (i.e. reagents and catalysts) could limit their implementation (54,167–169).  
Thus, bioengineering approaches are also explored as ecofriendly alternative. These processes 
exploit the ability of various microorganisms, such as fungi and bacteria, or pure enzymes to 
remove TrOCs. Over the past few years, the use of white rot fungi (WRF) for bioremediation 
purposes has gained interest in the scientific community (30,31). Fungal extracellular lignin 
modifying enzymes (LMEs) have been reported to be particularly efficient at removing TrOCs 
(170). WRF secrete mainly three enzymes of interest; the laccases (LAC; EC 1.10.3.2), the lignin 
peroxidase (LiP; EC 1.11.1.14) and manganese-dependent peroxidase (MnP; EC 1.11.1.13) (89). 
The low specificity of these LMEs makes fungi suitable for several applications in environmental 
biotechnology (15).  
However, the exact mechanisms involved in TrOCs degradation by WRF still remains elusive. 
Several studies comparing the removal efficiency of crude enzyme extracts (extracellular content 
without fungus cells) and whole cell cultures (including living fungus cells) suggested that the 
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removal of TrOCs does not solely rely on the activity of extracellular LMEs (21–23,79). Several 
authors have also demonstrated the contribution of biosorption to the observed removal (21–
23,79). However, for several TrOCs (e.g. ibuprofen, indomethacin, naproxen and carbamazepine) 
biosorption was insufficient to explain the higher efficiency of whole cultures, as compared to 
crude extracts (28,30,88,171). Recent studies suggested that intracellular enzymes (i.e. 
cytochrome P450) or mycelium-associated enzymes could play a significant role in the removal 
of TrOCs (21,28,30–32). The role of biosorption and the interactions between extra- and 
intracellular enzymes on the efficiency of WRF to remove TrOCs remains to be fully explored. It 
is critical to fill this gap in order to extend the performance and biotechnological potential of WRF 
for TrOCs removal.  
The present work aims to provide new insights on the specific mechanisms involved in the removal 
of multiple TrOCs by the WRF Trametes hirsuta. We evaluated the removal of a mixture of 6 non-
steroidal anti-inflammatories (NSAIs): acetaminophen, ibuprofen, indomethacin, ketoprofen, 
mefenamic acid and naproxen.  
This study hypothesized that the degradation of several TrOCs involves a multistep process 
including the internalization of the NSAIs and transformation by intracellular enzymes (i.e. 
CYP450). The aim was to evaluate the contribution of LMEs and non-LMEs (crude extract), 
biosorption and intracellular enzymes (i.e. CYP450) on the removal of the selected NSAIs. All 
selected NSAIs were treated with (i) a solution containing commercial LAC, (ii) crude extracts of 
T. hirsuta, (iii) whole cultures containing living fungus mycelia and (iv) cultures containing 
chemically-inactivated fungi (using sodium azide (NaN3)). Extra and intracellular concentrations 
of the six selected NSAIs during treatment were monitored by UPLC/MS–MS. The contribution 
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of cytochrome P450 (CYP450) to the removal of ketoprofen was specifically tested using CYP450 
inhibitor. Degradation products of ketoprofen during treatments were also monitored.  
 
5.2.3 Materials and methods  
 
5.2.3.1 Chemicals and reagents 
 
All chemicals were analytical grades. Formic acid, methanol and acetonitrile (Optima® grade for 
LC/MS) were purchased from Fisher Scientific (Ottawa, ON, Canada). Pharmaceutical compounds 
(acetaminophen, ibuprofen, indomethacin, ketoprofen, mefenamic acid and naproxen), malt 
extract, yeast extract, D-glucose and commercial laccase from T. versicolor (LAC, EC 1.10.3.2; 
13.6 U mg-1) were purchased from Sigma–Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). 
 
5.2.3.2 Fungal strain, medium, culture conditions and glass passivation 
 
The fungal strain of T. hirsuta (IBB 450) was obtained from the culture collection of the institute 
of biochemistry and biotechnology (Tbilisi, Georgia). All biodegradation experiments were carried 
out under pelleted mycelia forms as previously described (171). Briefly, blended mycelia of T. 
hirsuta were grown on a rotary shaker at 135 rpm at 26 °C in 250 mL Erlenmeyer flasks containing 
50 mL of sterile medium: 0.4% glucose, 0.4% yeast, 1% malt. All experiments were performed in 
the dark.  
In order to minimize the sorption of target TrOCs on glassware during experiments, all the 
glassware was deactivated using 5% dimethyldichlorosilane in toluene (soaked 1h). Glassware 
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was then rinsed with two volumes of toluene and rinsed with three volumes of methanol and water 
until reaching a neutral pH. 
 
5.2.3.3 NSAIs degradation experiments 
 
Whole cell cultures: Biodegradation studies were performed in 250 mL Erlenmeyer flasks 
equipped with foam stoppers that allow gas exchange. Each flask containing 50 mL of sterile 
medium was inoculated with 0.5 mL (≈ 400 mg in dry weight of WRF) of the mycelia solution. 
After three days of fungal growth (26 °C and 135 rpm) homogenous pellets appeared in the flask. 
Then 50 µL of a solution containing 6 NSAIs (acetaminophen, ibuprofen, indomethacin, 
ketoprofen, mefenamic acid and naproxen) at 100 mg L-1 were added for a final concentration of 
100 µg L-1. At selected time intervals, one triplicate was sacrificed, and filtered through a 0.22 µm 
syringe filter. NSAIs concentration (see section 2.4.2), LAC activity, pH, and dry weight were 
measured in the supernatant and in the biomass. 
Crude enzyme extracts: A two-week-old cultures of T. hirsuta were filtered at 0.22 µm under 
sterile conditions and the pH was adjusted to pH 4.6. 50 mL of the crude extract was placed in 
250 mL Erlenmeyer flasks. The measured residual LAC activity was 30 U L-1 (see 2.4.1). Then 
50 µL of a solution containing 6 NSAIs (acetaminophen, ibuprofen, indomethacin, ketoprofen, 
mefenamic acid and naproxen) at 100 mg L-1 were added for a final concentration of 100 µg L-1. 
After 48 h of treatment, one triplicate was sacrificed and samples were centrifuged at 4600 rpm 
for 15 min at 4 °C. Then, NSAIs concentration, LAC activity and pH were measured. 
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Commercial laccase solutions: The commercial LAC enzymatic degradation experiments were 
performed using commercial T. versicolor LAC in 250 mL Erlenmeyer flasks of a commercial 
LAC solution, prepared in miliQ water, at a final enzyme activity of 30 U L-1 at pH 4.6. This 
activity was selected to make it equal to the residual LAC activity measured in the crude extracts. 
Then 50 µL of a solution containing 6 NSAIs (acetaminophen, ibuprofen, indomethacin, 
ketoprofen, mefenamic acid and naproxen) at 100 mg L-1 were added for a final concentration of 
100 µg L-1. A second set of experiments was carried out in the growth media (commercial LAC + 
sterile growth medium at pH 4.6) in order to account for the contribution of the culture medium 
components to the observed degradation. 
Biosorption experiments: Fungal cultures were inactivated with 10 mM sodium azide after 3 days 
of cultivation. After 60 min, 50 µL of a solution containing 6 NSAIs (acetaminophen, ibuprofen, 
indomethacin, ketoprofen, mefenamic acid and naproxen) at 500 mg L-1 were added for a final 
concentration of 500 µg L-1. After 48 h of treatment, one triplicate was sacrificed, prepared and 
analyzed as described above (whole cultures). 
Cytochrome P450 inhibition: The contribution of the internal enzyme CYP450 was evaluated by 
adding 10 mM of 1-aminobenzotriazole (ABT) or 10 mM of piperonyl butoxide (PB) in whole 
cultures (see above) and a mix of both. After 60 min, 100 µg L-1 of ketoprofen was added to the 
fungal culture. At selected time intervals, one triplicate was sacrificed, prepared and analyzed as 
described above (whole culture). 
5.2.3.4 Analytical methodologies 
5.2.3.4.1 Extracellular enzymatic activity assay  
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Laccase activity was measured according to Touahar et al., 2014 (27) by following the conversion 
of 0.5 mM 2,2′-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) to its radical cation 
(ABTS•+) at 420 nm (εmax= 36,000 M−1 cm−1) in 0.1 M citric acid/0.1 M disodium hydrogen 
phosphate buffer at pH 3. One unit of activity (U) was defined as the amount of enzyme that 
forms 1 μmol of products per min. Activity measurements were carried on a 96 wells plate using 
a double-beam UV–Vis spectrophotometer (SpectraMax Plus 3250, Molecular Devices Corp., 
Sunnyvale, CA). Results report the mean of triplicates.  
 
 5.2.3.4.2 NSAIs quantification 
 
The analyses of NSAIs were performed using a positive electrospray ionization (ESI+) source in 
Multi-Reaction-Monitoring mode on an Acquity UPLC XEVO TQ mass spectrometer (Waters 
Corporation, Milford, MA) equipped with an Acquity UPLC HSS-T3 column (100 mm × 2.1 mm, 
1.8 µm) and a fritted 0.2 µm prefilter. The solvent flow rate was set to 0.40 mL min-1 and the 
column temperature was kept at 35 º C. The sample volume injected was 5 µL. The mobile phase 
was 0.20% formic acid/water (A) and 0.20% formic acid/méthanol-acetonitrile (80-20 v+v) (B). 
The elution gradient started with 5% of eluent B, increasing to 90% in 8 min and then back to 
initial conditions in 4 min. The optimized parameters were obtained by direct infusion of analytical 
standard solutions at 10 µg mL-1 as follows: desolvation gas (nitrogen) at 800 L h-1; cone gas 
(nitrogen) at 50 L h-1; collision gas (nitrogen) at 0.22 mL min-1; capillary voltage 2.5 kV; source 
temperature, 150 º C and desolvation temperature 550 º C. Two daughter traces (transitions) were 
used. The most abundant transition was used for quantification, whereas the second most abundant 
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was used for confirmation. MS parameters for each molecule are available in supporting 
information Table 15, 16, and 17.  NSAIs in the supernatant were analyzed after a sample 
purification (see sup info figure 32A). Briefly, 1 mL of the supernatant was passed thought an 
Oasis HLB solid phase extraction cartridge and then reconstituted in 1 mL of methanol. The 
biomass (whole cell fungi) was withdrawn and washed with 10 mL of miliQ water and dried under 
vacuum. The biomass was weighted and 1 g of NaCl and 10 mL of a mixture of methanol and 
acetonitrile (1:1 v/v) was added to the sample. After 3 times 5 min of ultrasonic and vortex 
agitation, samples were frozen at -80 °C for 24 h. The supernatant was then centrifuged at 
4600 rpm for 15 min at 4 °C and 1 mL of the supernatant was filtered through a 0.22 µm PTFE 
filter before analysis (see sup info figure 32B). 
5.2.3.4.3 Monitoring of ketoprofen metabolites 
 
The measurements of ketoprofen metabolites were carried out using a Nexera shimadzu LC30AD 
chromatographic UHPLC coupled to a MAXIS Bruker spectrometric detector (Bruker Daltonik) 
in positive electrospray ionization (ESI+) source. MS data were acquired over a scan range 
between 50 and 1200 m/z. The conditions were the following: capillary 3000 V, nebulizer 4 bar, 
dry gas (N2) flow of 10 L min-1, and dry temperature 200 °C.  
5.2.3.4.4 Statistics  
 
The statistics treatment was performed by an analysis of variance (ANOVA), using a Holm–Sidak 
test. The levels of significance are expressed as a P value <0.05. 
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5.2.4 Results and discussion  
 
5.2.4.1 Contribution of whole cells, biosorption and extracellular LAC to NSAIs removal 
 
All tested NSAIs were highly removed (>90%) by the whole cell cultures (living fungi) within 48h 
of treatment (Fig 11A). Experiments in the presence of biocides (NaN3) showed that, biosorption 
played a limited role in the observed removal (<25%), with the exception of acetaminophen 
(≈50%) (Fig 11A). Experiments using commercial LAC, also showed that extracellular LAC 
activity alone only explained the observed removal of 2 of the 6 tested NSAIs (acetaminophen and 
mefenamic acid, removal>90%). Experiments with crude extracts, which allow accounting for 
extracellular enzymes not assayed in this study, achieved identical results as experiments with pure 
LAC (compare Fig. 11A and 11B). The culture medium had no significant effect on the efficiency 
of LAC toward the tested NSAIs (Fig. 11B). These results with commercial LAC are in agreement 
with results in the literature; LAC is known to efficiently target phenolic compounds such as 
acetaminophen, the only phenolic molecule in the selected NSAIs (24,25,27). The sensibility of 
acetaminophen and mefenamic acid to LAC oxidation could also be attributed to the strong 
electron donating groups (-OH, -NH2) of these two molecules, which are efficient substrate for 
LAC. On the contrary, electron withdrawing groups characterizing ibuprofen, indomethacin, 
ketoprofen and naproxen are poor substrate for LAC. The use of the biocide supports this 
assumption because it also acts as laccase inhibitors (Fig. 11B). It is also important to mention that 
the addition of TrOCs could affect extracellular enzymes profile produced by exposed WRF; type, 
quantity and activity of extracellular enzymes. Changes in the extracellular enzymatic profile after 
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TrOCs addition, affecting TrOCs removal, cannot be ruled out, since crude extracts used in this 
study were collected before TrOCs additions. Further research on the extracellular enzymatic 
profile, including non LMEs, before and after exposure to TrOCs are required to provide a better 
understanding of the extracellular enzymes of interest for TrOCs removal. 
Nonetheless, based on our current understanding of LMEs production by WRF, for 4 out of the 6 
selected NSAIs (ibuprofen, indomethacin, ketoprofen and naproxen) the removal observed in the 
presence of whole cells could not be explained by LMEs activity nor biosorption. This suggests 
that other mechanisms, such as internalization and intracellular enzyme activity, could contribute 
to the observed removal. The poor removal of ibuprofen, indomethacin, ketoprofen and naproxen 
in presence of biocides (NaN3) and commercial LAC suggests that some ATP-dependent 
mechanisms could be involved in the observed removal (30,84). The intracellular 
cytochrome P450 was recently proposed as a potential important enzyme for TrOCs degradation 
(21,28,30–32). 
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Figure 11: Percentage of NSAIs removal at 100 µg L-1 after 48 h of treatment by the living WRF 
(A) and by extracellular enzymes (commercial laccase and crude extracts) (B). Values plotted are 
the means and the error bars represent the standard deviation of triplicate cultures. 
 
5.2.4.2 Internalization of NSAIs by T. hirsuta and the role of intracellular enzymes  
 
In the presence of whole cells, the removal rate (expressed as the remaining concentration in the 
extracellular medium), was rapid for ibuprofen, indomethacin, mefenamic acid and naproxen 
(100% within 3 h) and slightly slower for acetaminophen and ketoprofen (≈ 90% within 48 h) (Fig. 
12A). Analysis of the intracellular NSAIs contents revealed that all tested NSAIs are quickly 
internalized with up to 20% of the initial amount of NSAIs present in the cells within the first hour 
(Fig. 12B). The intracellular concentration then decreases with time. This decrease can be the result 
of the excretion of the compounds to the external medium, or the intracellular transformation of 
the molecules. Excretion back to the external medium seems unlikely since no significant amount 
of NSAIs was detected in the external medium after 1–3 hours, with the exception of ketoprofen 
and acetaminophen (Fig. 12A). However, the excretion of by-products after intracellular 
transformation cannot be ruled out. The observed concentration of NSAIs inside the cells is a 
dynamic equilibrium between internalization and intracellular transformation. This kinetics can be 
approximated at least for ibuprofen, indomethacin and naproxen. As shown above, these molecules 
were not degraded by external enzymes and were poorly affected by biosorption (Fig. 11). Thus, 
the fast disappearance from the external medium of these molecules within the first few hours is 
most likely driven by internalization. Base on this hypothesis, internalization kinetics for these 
molecules was estimated to be within the range of 200 pmol g-1 min-1. The intracellular 
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degradation kinetics can also be approximated for these molecules based on the decrease in 
intracellular concentration of NSAIs after 1 hours. After 1 hours most of the NSAIs present in the 
external medium have disappeared. Thus, internalization did not contribute to variation in the 
intracellular NSAIs concentration anymore and the decrease in intracellular concentration was 
likely primarily resulting from intracellular transformation. Based on this assumption, intracellular 
degradation was estimated to be within the range of 45 pmol g-1 min-1. 
Thus, in many cases the removal of NSAIs seems to be the result of a two-step process including 
a fast internalization followed by an active transformation inside the cells by intracellular 
enzymatic systems. These support hypotheses that LMEs are not the only enzymatic systems of 
interest for the biodegradation of NSAIs and other TrOCs by WRF (30–32).  
 
 
Figure 12: Evolution of the extracellular and intracellular amounts of  NSAIs over a 72 h treatment 
period. Percentage of NSAIs removal in the supernatant over (A) and intracellular amount of 
NSAIs in T. hirsuta (B). The presented values plotted are the means and the error bar represent the 
standard deviation of triplicate culture. 
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5.2.4.3 Role of cytochrome P450 and intracellular enzymes in ketoprofen removal 
 
Among the intracellular enzymatic systems that could contribute to NSAIs degradation, several 
studies (30–32)  have proposed the cytochrome P450 as a potential contributor to TrOCs removal. 
We thus used two CYP450 inhibitor (1-aminobenzotriazol (ABT) and piperonyl butoxide (PB)) to 
evaluate the contribution of CYP450 to ketoprofen removal. No significant difference was 
observed between the two inhibitors, thus this study presented the results obtained with the ABT.  
In the presence of the inhibitors, the reduction of ketoprofen concentration in the external medium 
was slightly more rapid than in the absence of inhibitors (Fig 13A). This increase of the removal 
rate in the external medium after inhibition was also observed by Marco-Urreas et al., 2009 during 
ibuprofen removal by T. versicolor when adding piperonyl butoxide as CYP450 inhibitors. This 
fact suggests that internalization kinetics might be affected by the presence of inhibitors. However, 
no significant effect on the evolution of intracellular ketoprofen concentration was observed 
showing that the overall removal efficiency and kinetic of intracellular ketoprofen transformation 
was not significantly affected (Fig. 13B).  
These results contrast with other studies (30) showing significant decrease in ketoprofen removal 
after CYP450 inhibitor addition in T. versicolor. These contrasted results might reflect differences 
in the concentration of inhibitors and ketoprofen used in these two studies, as well as differences 
in medium, fungal strain and experimental conditions. Nonetheless, data from Figure 13 suggest 
that, contrary to the initial hypothesis, CYP450 is not the primary enzyme responsible for the 
transformation of ketoprofen and that intracellular enzymes other than cytochrome P450 are 
involved in NSAIs transformation. These enzymes remain to be identified.  
 92 
 
 
 
Figure 13: Effect of CYP450 inhibitors on the extracellular and intracellular amounts of 
ketoprofen over a 30 h treatment period. Percentage of ketoprofen removal in the supernatant 
in the presence and absence of CYP450 inhibitors (ABT at 10 mM) (A). Amount of 
intracellular ketoprofen in the presence and absence of CYP450 inhibitors (ABT at 10 mM) 
(B). The presented values plotted are the means and the error bar represent the standard 
deviation of duplicate culture. Similar letters indicate no significant difference according to 
one-way analysis of variance (ANOVA), Holm–Sidak, P < 0.05. 
 5.2.4.4 Behavior of the transformation products of ketoprofen 
 
While the addition of CYP450 inhibitors did not affect ketoprofen removal, the role of CYP450 in 
the overall degradation pathway of ketoprofen cannot be ruled out. In order to better evaluate the 
role of CYP450, it was monitored the intracellular compounds present in WRF cells exposed to 
ketoprofen but absent in control (non-exposed) cultures. We assumed that these compounds 
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resulted from the intracellular degradation of ketoprofen or the internalization of ketoprofen by-
products (Fig. 14). Four compounds (i.e. m/z 205.2062, 239.0980, 318.3174 and 520.3720) were 
found in both cultures grown with and without CYP450 inhibitors added. However, different 
patterns were observed in response to inhibitor addition. For instance, compound m/z = 318.3174 
was quickly accumulated during the first 30 min of treatment in both culture types (+ABT and –
ABT). However, after 30 min the intensity of m/z = 318.3174 progressively decreased with time 
in the control cultures while it remained constant in CYP450 inhibited cultures. This suggests that 
while cytochrome P450 is not necessary for the intracellular degradation of ketoprofen, it could be 
involved in the degradation of ketoprofen by-products. In addition, three compounds (i.e. m/z 
120.0610, 284.3195 and 203.1445) were identified only in cultures grown in the presence of the 
CYP450 inhibitor. These compounds could represent degradation intermediates that requires the 
action of CYP450 to be further degraded. The differences in the pattern (type and amount) of 
intracellular compounds produced during ketoprofen degradation in presence and absence of 
CYP450 inhibitors could also reflect the contribution of several intracellular enzymes. The 
inactivation of CYP450 could be compensated by the activity of other enzymes characterized by 
different by-products. While, these data have to be interpreted with great caution, as they could 
also reflect compounds produced by the fungi in response to ketoprofen exposure, they suggest 
that the intracellular degradation pathway of ketoprofen might involve multiple enzymes. The 
complex intracellular degradation pathway of ketoprofen and other TrOCs, (e.g. enzymes 
involved, their efficiency and the fate of the generated by-products) remains to be fully 
characterized.  
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Figure 14: Peak intensities of major metabolites extracted from T. hirsuta over a 30 h treatment 
period in the absence (A) and presence (B) of CYP450 inhibitors (ABT at 10 mM). 
 
5.2.5 Conclusion 
 
This is one of the first studies reporting the contribution of extracellular and intracellular 
mechanisms on the biocatalysis of multiple NSAIs. In many cases, extracellular enzymes and 
biosorption were insufficient at explaining the removal observed with the WRF. The removal 
involved a multistep process including internalization and intracellular degradation. Results on 
ketoprofen removal showed that it does not directly depend on CYP450 but could be involved in 
further degradation of by-products resulting from CYP450-independent degradation pathways. 
These results illustrate the importance to consider and to characterize intracellular enzymatic 
systems involved in TrOCs degradation when evaluating the biotechnological potential of WRF. 
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6 CONCLUSION GÉNÉRALE 
 
Cette recherche a démontré l’importance du développement d’une méthode analytique 
multiresidue (Chapitre III) supportant la caractérisation des CIEs dans les matrices complexes. 
Cette méthode analytique a permis de supporter de nombreux travaux sur l’étude du déclin des 
populations d’oiseaux insectivores en zones agricoles au Québec. Cette méthode a également été 
adaptée à d’autres matrices (boues de stations, vers de terre, …) et illustre l’importance du soutien 
analytique au développement de la recherche dans les matrices naturelles et biologiques. 
 
Il a également été mis en lumière l’importance d’utiliser une approche réaliste d’un point de vue 
environnemental lors de l’évaluation de l’efficacité de procédé de traitement des eaux. En effet, 
les paramètres de la solution comme la complexité des molécules rencontrées et leurs faibles 
concentrations influencent fortement les mécanismes d’élimination ainsi que les produits générés 
(Chapitre IV et V). 
 
Finalement, cette étude a démontré que les processus d’internalisation et les enzymes 
intracellulaires jouent un rôle important dans les processus d’élimination de divers CIEs 
(Chapitre IV et V). L’internalisation ainsi que la contribution d’enzymes intracellulaires dans la 
dégradation de molécules telles que ketoprofen, naproxen, indométacine et ibuprofène sont claires. 
Cependant, contrairement a l’hypothèse de départ le rôle du cytochrome P450 n’a pu être démontré 
clairement. Cependant son implication n’a pas pu être exclu non plus, notamment pour ketoprofen. 
Ceci suggère que les dégradations intracellulaires sont très complexes et font intervenir diverses 
enzymes fonctionnant en séquence ou en parallèle. Le développement des méthodes d’analyse et 
de caractérisation plus fine des enzymes, ainsi que la détermination non ciblée des produits de 
transformation devient fondamentale pour la compréhension des réactions mises en jeux. 
 
De nombreux travaux restent à réaliser afin de pleinement comprendre les processus 
intracellulaires de dégradation fongique de CIEs. Les interactions entre les processus 
intracellulaires et extracellulaires doivent également être précisées. 
 97 
 
7 ANNEXES 
 
7.1 ANNEXE A 
 
 
7.1.1 Informations complémentaires:  
 
Le développement analytique est le point le plus critique de toutes analyses scientifiques. Les 
méthodes de prélèvements d’extractions et d’analyses doivent être étudiées avant toutes 
interprétations des résultats. Un des défis des analyses de CIEs en matrices environnementales est 
la multitude de composés présents ainsi que les faibles concentrations rencontrées. Ainsi les 
échantillons doivent subir des étapes de purifications et de concentration indispensable avant 
analyses. Chaque étape induit des pertes en analyte qui doivent être évaluées.  
 
7.1.2 Préparation d’échantillons 
 
Des précautions particulières et spécifiques aux molécules d’intérêts doivent être appliquées, du 
prélèvement de l’échantillon a l’analyse, afin d’éviter toutes sources de contamination ou de 
dégradation des CIEs avant analyses. 
  
Qu’il s’agisse d’échantillon d’eau ou d’échantillon solides, de nombreuses directive et normes sont 
disponibles et documentent de façons détaillées les bonnes pratiques (139,172,173). Un soin 
particulier doit être apporté aux contenants employés lors de prélèvement, car ceux-ci, peuvent 
également se sorber ou dégrader le composé recherché et ainsi altérer de manières significatives 
les résultats. 
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 7.1.2.1 Fractionnement 
 
La majorité des échantillons solides doivent subir un fractionnement/broyage avant extractions des 
CIEs (139,172,173). Cette étape permet une homogénéisation des échantillons. Dans le cas des 
solides, plusieurs techniques sont disponibles comme le broyage sur mortier et pilons ou à l’aide 
d’agitateur mécanique (139,172,173). Dans la plupart des cas, l’échantillon est homogénéisé ou 
broyé à froid à l’aide de glace carbonique ou azote liquide. Cette étape permet d’éviter la 
dégradation des molécules les plus thermosensibles. La préparation d’échantillon peut également 
inclure des étapes de lyophilisation et de tamisage. La lyophilisation permet notamment de 
diminuer l’activité des échantillons biologique en offrant un échantillon sec et donc d’une plus 
grande homogénéité. Le tamisage permet le fractionnement granulométrique de l’échantillon. Une 
granulométrie contrôlée est un facteur très important pour la répétabilité, justesse et fidélité des 
résultats. Toutes ces étapes induisent des pertes en analytes, leur usage doit donc être correctement 
évalué. 
 
7.1.3 Extraction de molécules organiques 
 
De nombreuses méthodes d’extractions des CIEs sont présentes dans la littérature (139,172,173). 
Le choix de la méthode dépend principalement de la matrice étudiée et des analytes recherchés. 
Les extractions de molécules organiques reposent principalement sur le principe de séparation de 
phases. Trois grandes séparations peuvent être appliquées en analyse environnementale : 
extraction liquide-liquide, Solide-Liquide et Solide-Solide. La solubilité et la diffusion de l’analyte 
dans la matrice sont des paramètres devant être améliorés pour une extraction efficace. L’usage 
des ultrasons, microondes, ou solvant sous pression (139,172,173), est généralement utilisé afin 
de fournir l’énergie nécessaire à l’extraction de molécules dans les matrices complexes 
(139,150,172–175). Chaque étape induit des pertes qui doivent être évaluées. 
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7.1.3.1 Extraction Solide-Liquide 
 
Les extractions Solides-Liquides permettent d’extraire les analytes présents dans les matrices 
solides par solvants spécifiques. Les solvants organiques sont généralement utilisés afin d’extraire 
les CIEs (139,150,172–175). Dépendamment de la polarité des analytes et de la matrice, différent 
solvant ou mélanges de solvants peuvent être employés. Le méthanol, acétonitrile, acétate d’éthyle 
et acétone sont parmi les plus employés pour l’analyse des CIEs dans les matrices 
environnementales (139,150,172–175). 
 
 
7.1.3.2 Le relargage  
 
Afin d’augmenter l’efficacité de l’extraction, il est possible de tamponner le solvant d’extraction 
ou d’ajouter des sels organiques ou minéraux afin de diminuer la solubilité de l’analyte dans une 
phase et de l’augmenter dans l’autre, ce qui augmente considérablement l’efficacité des transferts 
de phases. Cet effet s’appelle le relargage. La figure ci-dessous adaptée de (176–178) illustre les 
mécanismes mis en jeux. 
 
 
Figure 15: Relargage 
 
Après l’ajout des sels, les ions fortement hydratés diminuent la solubilité de l’analyte de la phase 
aqueuse en déshydratant la sphère de solvatations de l’analyte (I) et (II) (176–178).  
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Ces effets aux interfaces diminuent également les interactions matrices-analytes (I) et (II). De 
manière générale, les effets de relargage suivent les séries de Hofmeister (179–181) pour la 
classification des ions. 
 
7.1.3.3 Extraction en phase solide 
 
L’extraction en phase solide (solid-phase extraction, ou SPE) est la méthode d’extraction par 
prédilection des CIEs dans les matrices aqueuses environnementales. En effet, elle peut permettre 
d’important facteur de concentration et de purification d’échantillons en simultané. Le principe 
réside sur des équilibres de sorption des analytes entre une phase mobile (échantillons) et une 
phase stationnaire (sorbant). Différents sorbants sont disponibles selon les propriétés des analytes 
recherchés.  
 
 
Figure 16: Principe général des extractions SPE 
 
Selon la polarité de l’analyte, plusieurs sorbants de polarités spécifiques pourront être sélectionnés. 
Les supports C18, polymérique ou silice (figure 17) sont les plus souvent retrouvés. 
 
 
 101 
 
 
Figure 17: Illustrations des principaux sorbants utilisés en SPE. 
 
Les phases C18 offrent des interactions apolaires alors que les silices offrent des interactions 
polaires. Les supports polymériques sont les plus retrouvés dans la littérature, car ils offrent la 
bonne balance de polarité et offrent donc la plus grande versatilité (182,183). 
 
7.1.3.4 Extraction solide solide 
 
Les extractions solides-solides (matrice solide phase dispersion ou MSPD) ne sont pas des 
méthodes communément rencontrées dans la littérature. On peut la retrouvé dans les analyses 
biologiques (vers, plantes) ou l’échantillon est disponible en faible quantité (146). Cette méthode 
consiste à mélanger la prise d’essai (≤ 1 g) avec des agents dispersants, généralement C18, C8 ou 
silice. Cependant, il peut consister en des mélanges beaucoup plus complexes de divers réactifs 
(I).  
 
Figure 18: extraction solide solide. 
 
  
 102 
 
Le mélange ainsi obtenu est homogénéisé (I) puis introduit dans une colonne d’extraction (II). La 
colonne peut éventuellement être lavée à l’eau ou par tampons avant une élution (III) des analytes 
par solvant organique (méthanol, acétonitrile, acétate d’éthyle, dichlorométhane, etc.).  
Les principaux avantages de cette méthode sont l’applicabilité aux faibles masses et une extraction 
et purification réalisée en seule étape. (Fig 18). 
 
7.1.3.5 Extraction assistée par microondes 
 
Les extractions assistées par microondes (Microwave Assited Extraction ou MAE) sont analogues 
aux extractions conventionnelles par solvants organiques, mais l’irradiation par microonde confère 
aux solvants d’extractions des propriétés pouvant être très différentes (174,184). Ainsi un solvant 
d’extraction usuellement employé en extraction par solvant n’est pas systématiquement le plus 
approprié en MAE (174,184). Le principe de l’extraction par énergie microondes est basé sur la 
rotation dipolaire et la conduction ionique du mélange (solvant et matrice) (174,184). Les solvants 
employés doivent avoir une certaine sensibilité à l’irradiation microonde, usuellement à 2450 MHz 
(174,184). Après absorption de cette fréquence, les molécules polaires ou polarisables sont 
soumissent à un champ de rotation qui provoquera le chauffage de la solution (174,184). Deux 
grands paramètres sont à prendre en compte pour la sélection des solvants ; (i) la constante 
diélectrique (ɛ ») qui est la mesure de la polarisabilité du solvant dans le champ électrique 
(absorption du rayonnement) et (ii) le facteur de dissipation thermique (ɛ »’) qui est la capacité 
d’une molécule à convertir une énergie microonde absorbé en énergie thermique (174,184) 
(émission de chaleur). Dans le cas où le solvant sélectionné aurait une faible absorption des 
microondes, l’eau résiduelle (ou autres éléments de la matrice) contenue dans l’échantillon 
absorbera et entrainera un échauffement de l’échantillon uniquement (174,184). Cette dernière 
approche, peut représenter une alternative intéressante pour les molécules les plus thermosensibles 
(174,184). 
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7.1.4 Analyse instrumentale 
 
L’utilisation d’un spectromètre de masse, couplée à la chromatographie liquide est actuellement la 
technologie privilégiée pour l’analyse des CIEs, car elle permet de descendre au niveau des 
concentrations environnementales avec une grande spécificité (139,150,172–175). Le choix des 
méthodes de séparation dépend principalement de la polarité des analytes étudiés. Malgré 
l’abondance des méthodes reposant sur des phases inverses (139,150,172–175), les méthodes en 
mode normales sont parfois nécessaires pour l’analyse de molécules et de métabolites très polaires 
(185).   
Deux grands types de spectromètres de masse sont retrouvés dans les analyses des CIEs : les 
spectromètres quadripolaires pour les analyses quantitatives de traces et les spectromètres à temps 
de vols pour des analyses de caractérisations et identifications structurales. Tous ces spectromètres 
de masse sont complémentaires les uns aux autres.  
 
 
7.1.4.1 Analyse chromatographie 
 
La chromatographie est une technique de séparation des molécules. Cette technique met en oeuvre 
une phase mobile et une phase stationnaire, ce qui permet une séparation des composantes d'un 
mélange par partition des composés entre ces deux phases. La chromatographie en phase liquide 
haute performance (CLHP) permet d’entraîner la phase mobile à de fortes pressions à travers une 
colonne (phase stationnaire) remplie de particules géneralement sphériques (3.5 - 5µm), les 
pressions enjendrées son généralement inferieurs a 400 bar. 
  
Avec l’évolution des technologies, la diminution de la taille des partilicules (1.7 µm – 1.8µm) on 
permit de reduire de manière considerable la longuere des colonnes et et les temps d’analyses. 
Cepandant les systèmes analytiques n’étaient pas concus pour fonctionner sous des pressions 
élevées. Ainsi est né une nouvelle génération de système chromatographique liquide à ultra haute 
pression, tolèrant des pressions de 1000 bars. Cette nouvelle génération de système de 
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chromatographie liquide à permit une augmentation considerable de la résolution des pics 
chromatographique (diminution de la taille de particules et du volume mort extra colonne). 
La figure ci-dessous (Fig 19) represente l’augmentation de l’éfficactié (résolution 
chromatographique en fonction de la taille des particules de la colonne (obtenue à partir de 
l’équation de Van Deemter). 
 
 
Figure 19 : Efficacité de la resolution chromatographique en fonction de la taille des particules 
 
 
La séparation chromatographique peut s’effectuer en deux phases dites normales et inverses. De 
manière générale, une phase normale consistera en l’utilisation d’une phase stationnaire polaire 
afin de jouer sur les interactions hydrophiles de l’analyte. Les supports sont généralement à base 
de silices ou silice greffées avec des groupements polaires. Les solvants d’élutions sont 
généralement des solvants organiques peu ou très peu polaires. En phase inverse, la phase 
stationnaire est apolaire et joue sur les interactions hydrophobes des analytes. Les solvants 
employés sont généralement des solvants organiques polaires. 
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Figure 20: support chromatographique en phases inverses.  
 
Les groupements libres présents en surface de la silice peuvent jouer un rôle très important sur la 
rétention des composés polaires. En effet contrairement aux supports polymériques, elles peuvent 
augmenter la rétention des molécules polaires et ainsi augmenter la résolution des pics ou au 
contraire mener à une déformation des pics chromatographiques. Cependant, la stabilité des silices 
ne permet pas les mêmes conditions (pH) d’utilisation qu’une phase polymérique ce qui peut les 
rendre plus fragiles. 
 
 
7.1.4.2 La spectrométrie de masse 
 
L’invention des analyseurs à spectrométrie de masse se doit à Sir Joseph John Thomson qui après 
avoir découvert l’électron améliore les travaux de séparation des charges en fonction de leur ratio 
charge sur masse au début du XXe siècle (186). Les analyses étaient uniquement réalisées en phase 
gazeuse et il y a fallu attendre les années 1970 avec l’invention de l’électrospray avant de voir les 
premières analyses en phase liquide (187,188). Les deux principaux analyseurs de masses 
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employées actuellement en analyse des CIEs sont : l’analyseur quadripolaire et l’analyseur à temps 
de vol. Ces deux techniques apportent des informations complémentaires. 
 
7.1.4.3 L’analyseur triple quadripolaire  
 
L’analyseur triple quadripolaire est l’instrument par excellence utilisé pour la quantification des 
CIEs. Il permet la séparation et la détection des analytes par champs quadripolaires en fonction de 
leurs ratios masse sur charge (m/z). Le quadripôle en tandem (triple quadripôle) et le système de 
prédilection en offrant des seuils de détection les plus bas et une grande spécificité. Il souffre 
cependant d’une résolution unitaire ne permettant pas une identification sans l’analyte de 
référence. Plusieurs modes d’analyse sont disponibles, cependant le suivie des réactions multiples 
(Multiple Réaction Monitoring ou MRM) reste le plus adapté à l’analyse multiresidue des CIEs. 
Ce mode de détection permet les meilleures sensibilités pour un composé connu, c'est-à-dire dont 
les principaux ions caractéristiques sont connus pour la quantification. Ainsi la sélection et la 
fragmentation des ions avant détection permets une réduction significative des intereferences, ce 
qui donne les meilleures sensibilités et permets des quantifications des contaminants traces. 
Cependant, ce type d'analyseur travaille uniquement en masse nominale (résolution ±1 m/z). 
 
 
Figure 21 : principe de l'analyseur quadripolaire en tandem 
 
Après ionisation, l’ion précurseur sélectionné est isolé par le premier quadripôle, puis fragmenté 
dans la cellule de collision. Les fragments générés sont par la suite isolés par le second quadripôle. 
Ce mode permet également l’étude structurale d’une molécule de référence à partir des fragments 
formés. 
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7.1.4.4 L’analyseur quadripolaire couplé à un temps de vol 
 
L’analyseur à temps de vol permet principalement la détermination des masses exactes grâce à sa 
haute résolution obtenue. Cet analyseur est l’outil indispensable à toute étude d’identification 
structurale des métabolites ou produits de dégradations. Après ionisation les ions sont accélérés 
afin d’être libérés dans une chambre libre de champs (zone de vol). Les ions sont ainsi séparés par 
leurs différentes vitesses d’arrivées au détecteur, ce temps de vol est directement relié au ratio m/z. 
Les ions de rapport m/z le plus petit parviendront au détecteur en premiers.  
 
 
 
Figure 22 : Principe de l'analyseur quadripolaire couplé à un temps de vol 
 
Deux modes d’analyse peuvent être utilisés : le mode « V » en noir et le mode « W » en bleu sur 
le schéma (fig. 14). Le mode W permet de doubler le temps de vol et donc d’augmenter la 
résolution. Cependant dans le cas des petites molécules (CIEs) ce mode ne permet pas d’obtenir 
un gain de résolution significatif. Le mode V est donc plus généralement utilisé pour la 
détermination des petites molécules. Une focalisation des ions de même rapport m/z est réalisée 
sur le réflectron car tous les ions de meme rapport m/z peuvent ne pas avoir la meme vitesse 
initiale, ainsi les ions les plus rapides pénètrent plus profondement à l'intérieur du réflectron, ce 
qui compense le retard des ions plus rapide par rapport aux ions les plus lents à m/z identique. Cet 
élement permet que tous les ions de meme m/z puissent arriver au détecteur en meme temps.  
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La résolution obtenue avec ce type d’analyseur peut attreindre 10-4 m/z, ce qui en fait l’appareil de 
choix pour des analyses qualitatives et determination de masse exacte. Cepandant le couplage avec 
un analyseur quadripolaire limite significativement la plage de masse (m/z) couverte par un 
analyseur a temps de vol seul. 
  
 
7.1.4.5 Ionisation par électrospray 
 
L’électrospray est une interface qui permet l’ionisation et le transfert des molécules entre le 
système chromatographique et le spectromètre de masse. Le système est composé d’un capillaire 
permettant l’introduction du liquide dans la chambre d’ionisation. Une différence de potentiel est 
appliquée entre le capillaire et l’entrée du MS (fig. 20) et permet une ionisation positive ou 
négative selon les molécules d’intérêt. La formation des ions implique une désolvation, constituée 
par un courant de gaz inerte et chaud, généralement de l’azote (187,188) permettant d’accentuer 
ce phénomène, les solvants et additifs devront être volatils.  
 
Lorsque la densité de charge augmente, du a la répulsion des charges durant la désolvation, les 
forces de coulomb augmentent également jusqu’à une densité de charge limite correspondant à la 
tension de surface de l’éluant (187,188).  
 
Cet état est appelé la « limite d’instabilité de Rayleigh ». Lorsque la densité de charge continue 
d’augmenter, les forces de coulomb surpassent la limite de Rayleigh et l’interface au niveau du 
capillaire change de forme et passe d’une forme « ménisque » à une forme « conique » (187,188). 
Ce cône est nommé « cône de Taylor » (Fig. 20). La diminution de la taille des gouttes générées 
par la désolvation et l’augmentation de la densité de charge produit une « explosion 
coulombienne » (187,188) produisant des gouttes de plus en plus petites aux densités de charges 
surfaciques de plus en plus importantes. Lorsque cette densité de charge atteint les 108 V cm-3, 
l’évaporation de l’ion peut avoir lieu par éjection de l’ion de la surface de la goutte (187,188). 
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Figure 23: Principe de l’électronébulisation. 
 
Les choix des conditions de solvant et des additifs sont des facteurs importants de la réponse 
instrumentale. En effet, les mécanismes mis en jeu dans l’électronébulisation sont 
significativement influencés par la tension de surface, la constante diélectrique, la capacité 
thermique de la solution nébulisée (187,188).  
 
Dans le cadre des analyses environnementales, la réponse instrumentale peut donc être fortement 
influencée par les différentes matrices rencontrées. La variation instrumentale en fonction de la 
matrice se nomme « les effets de matrices » et dépend des constituants de la matrice, de l’analyte 
mais également de la géométrie de la source d’ionisation. Chaque instrument aura donc ses propres 
spécifiés, en ce qui concerne la réponse instrumentale. Il est à noter qu’uniquement environ 3 % 
des ions de l’injection seront gazéifiés (187,188). 
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7.1.4.6 Interférences analytiques 
 
Comme vu précédemment, la réponse instrumentale peut être soumise à certaines variations. De 
manière générale, nous allons appeler interférents les effets observés à faible concentration. En 
effet, les interférents peuvent être issus d’une faible qualité des solvants, réactifs, la contamination 
de l’appareil. Elles peuvent être d’ordre spectrométrique ou chromatographique.  
Les variations observées à plus haute concentration sont plutôt dues aux effets de matrice et sont 
d’origine purement spectrométrique. En effet, lors de l’électronébulisation, les éléments de la 
matrice présents dans la goutte (Fig 21) possèdent des propriétés très différentes des analytes. 
(Volatilisation différente des composés organiques, etc.…). Ainsi les analytes et constituants de la 
matrice peuvent entrer en compétition dans les réactions d’ionisation, de désolvation et de 
vaporisation a l’accès de la surface de la goutte et donc perturber les équilibres de transfert des 
ions en phase gaz (173,187–190) (fig 21). Ces effets de compétitions peuvent avoir un effet 
promoteur (augmentation) ou suppresseur (diminution) de la réponse instrumentale de l’analyte. 
 
 
Figure 24: effet de matrice.  
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Ainsi cette variation de la réponse instrumentale peut mener à des sous-estimations ou des 
surestimations des concentrations réellement présentes. Ce paramètre est à prendre en compte pour 
chaque substrat analysé, car au sein même d’une matrice (sol, plante, etc.) ces effets peuvent être 
différents pour différents analytes.  
 
7.1.4.7 Validation des méthodes 
 
La validation des méthodes est un processus indispensable dans tous projets analytiques. 
Concernant les CIEs, les démarches et les critères d’acceptations des résultats sont nombreux et 
divers (152,191–194). Malgré des critères d’évaluation souvent similaires (152,191–194), les 
approches employées peuvent être différentes et introduire des biais supplémentaires (152,191–
194). Les paramètres les plus importants qui doivent être évalués sont les limites instrumentales, 
la fidélité et la justesse de la méthode. Les critères de validation utilisés sont : 
 
 Le coefficent de variation de la répetabilité des injections <10 % 
 Coefficient de regression de l’étalonnage >0.98 avec un coefficient de variation des 
facteurs de réponse <20 % 
 Coefficient de variation de la fidélité <20 % 
 L’utilisation du TPP (standard interne) qui informe sur les performances du système 
analytique (i.e. symétrie du pic, intensité des fragments, rapport signal/bruit, effet de 
matrice ...) 
 L’utilisation d’un matériau de référence interne, composé d’une matrice boluse non 
contaminée, dopée et extraite à chaque série d’analyse. Les résultats obtenus (témoin et 
dopé) permettent de valider et de suivre le processus d’extraction. 
  L’utilisation d’échantillons contrôle ; blancs méthodes et blancs instrumentaux. 
 Une variation des temps de rétention <2%   
 Des taux de recouvrements obtenus à partir d’échantillons dopés compris entre 70 et 120% 
 Variation des rapports des ions <20%   
 
Tous les criteres exhaustifs sont présentés dans les chapitres relatifs (II, III et IV). 
 112 
 
7.1.4.8 L’étalonnage 
 
L’étude du profil de l’étalonnage doit être étudiée avec soin, car il détermine les résultats finaux. 
De manière générale, il a toujours été assumé que les profils de régression étaient linéaires, 
cependant ce n’est pas systématiquement le cas. Cette pratique provient de l’origine de l’HPLC 
avec les premières détections en UV-VIS. En effet, les réponses instrumentales (densités optiques, 
absorbances, etc.) étaient directement proportionnelles à la concentration par la loi de Beer-
Lambert alors que les réponses instrumentales en spectrométrie de masse sont issues de réactions 
beaucoup plus complexes (fig 20-21). Cette spécificité liée à la spectrométrie de masse impose 
une étude plus poussée et systématique du profil de la réponse instrumentale.  
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7.1.4.9 Le test de linéarité 
 
Un étalonnage réalisé un jour J ne peut pas caractériser à elle seule le profil de régression. Ainsi, 
le test de linéarité est nécessaire afin d’établir les gammes de concentrations appropriées et de 
déterminer plus judicieusement l’équation de l’étalonnage. De manière générale, les tests de 
linéarité sont basés sur l’étude de la variance des résidus (recalcule de la réponse instrumentale en 
fonction de l’équation de l’étalonnage).  
 
Figure 25: distribution des points (A) et résidus (B)  
 
La figure ci-dessous (fig. 23) montre que le coefficient de régression ne permet pas à lui seul de 
justifier une linéarité (A). De plus, le calcul des résidus montre un débalancement de la droite à la 
plus forte concentration et plus faible concentration, ce qui insinue une équation de de l’étalonnage 
non adaptée. Une droite balancée verra ses variations principalement dues aux erreurs 
instrumentales. Ainsi différentes pondérations doivent être étudiées afin de minimiser et 
homogénéiser les résidus. Une autre approche serait de réduire l’étendue de la gamme de 
l’étalonnage, mais cela peut devenir problématique selon la teneur des échantillons analysée. Ci-
dessous, les principaux modèles de pondération : 
  𝑌 = 𝑎𝑋 + 𝑏                                                                                                                          
 𝑌 = 𝑎 𝑋⁄ + 𝑏/𝑋 + 𝐶                                                                                                                 
 𝑌 = 𝑎𝑋2 + 𝑏𝑋 + 𝐶                                                                                                                   
 𝑌 = 𝑎/𝑋2 + 𝑏/𝑋 + 𝐶                                                                                                               
A B 
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Figure 26: ajustement d’une droite de régression. 
 
Après cette étude des résidus et de l’établissement du modèle de de l’étalonnage, un dernier F-test 
ANOVA est employé afin de valider statistiquement le choix du modèle sélectionné et sa 
pondération. Il est à souligner que l’étude détaillée du profil de régression est d’autant plus 
importante lors de l’analyse des faibles concentrations. 
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7.1.4.10 Les limites analytiques 
 
Les limites de détections et les limites de quantifications s’expriment en deux composantes. Les 
limites instrumentales correspondant aux performances de l’appareil et les limites méthodes 
prenant en compte le substrat d’analyse. La limite de détection est la concentration la plus basse 
que l’instrument est capable de détecter et la limite de quantification est la concentration la plus 
faible quantifiable. Sachant que ces limites peuvent varier considérablement en fonction des 
matrices, les limites méthodes sont plus adaptées pour les comparaisons des performances 
analytiques. Il existe différentes approches de déterminations possibles (152,191–194). Chacune 
d’elles possède ses propres limitations, mais elles se déterminent toutes principalement par l’étude 
du bruit de fond. Ci-dessous, les principales approches ; 
 
 
 
Figure 27: détermination des limites (A) par l’étude de l’étalonnage et (B) graphiquement.  
 
La détermination des limites de détection peut se faire à l’aide du modèle de régression (Fig. 24A) 
et définit la LOD et LOQ comme étant (152) :  
 
LOD = (b0+3×S(b0))⁄b1 et LOQ = b0 + 10 × S(b0) b1⁄                                                          [7-1] 
 
A B 
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Ses limites peuvent également être représentées graphiquement (Fig. 24B) à partir de la plus faible 
concentration de la gamme d’étalonnage comme étant : 
 
𝐿𝑂𝐷 = 3
𝐶𝑠
𝐻𝑠 𝐻𝑛⁄
                                                                                                                                 [7‐2]   
 
7.1.4.11 Caractérisation de la méthode 
 
Le développement des méthodes inclut une étude des taux de recouvrement généralement 
exprimés sous forme d’écart-type des taux de recouvrement de fidélité (variations intrajours, 
interséries) et une étude de justesse (écart entre la valeur ciblée et la valeur mesurée). L’estimation 
de la spécificité de la méthode peut s’évaluer par la linéarité entre les concentrations retrouvées et 
concentrations ciblées.  
 
 
Figure 28: Illustration des paramètres de validation ; fidélité et justesse (A) et spécificité (B).  
 
7.1.4.12 Interférences 
 
L’évaluation des interférences est une des plus importantes variables à prendre en considération. 
Les matrices environnementales étant de compositions extrêmement variées, les effets de ces 
différents substrats sur la réponse instrumentale doivent être étudiés. Il s’agit de comparer les 
réponses instrumentales obtenues pour l’analyte dans le solvant et dans le substrat. Les effets de 
matrices sont déterminés par une méthode d’ajouts dosés ou d’une gamme d’étalonnage effectuée 
dans des échantillons extraits. Le ratio des réponses instrumentales constitue l’effet de matrice. 
A B 
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Figure 29: Détermination des effets de matrice.  
 
De manière plus exhaustive, le ratio des pentes de la courbe d’étalonnage effectuée dans le solvant 
et dans la matrice permet donner une meilleure estimation des effets de matrice. 
Soit (Eq 6-7) : 
 
EM= (𝑃𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑑𝑟𝑜𝑖𝑡𝑒 𝑑𝑎𝑛𝑠 𝑙𝑎 𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑐𝑒 𝑝𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑑𝑟𝑜𝑖𝑡𝑒 𝑑𝑎𝑛𝑠 𝑙𝑒 𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡)⁄ − 1  [7-3] 
 
Les effets de matrices peuvent être plus communément exprimés en pourcentage de suppression 
(valeur négative) ou promotion (valeur positive). 
  
7.1.4.13 Contrôle qualité 
 
La validation est une étape très importante pour la caractérisation initiale de la méthode d’analyse. 
Cependant, des contrôles internes doivent être mis en place afin de s’assurer de la conformité des 
résultats (152,191–194). Ces contrôles internes comprennent entre autres des analyses des blancs 
de méthode, et d’échantillons dopés à chaque séquence d’analyse. Considérant les nombreuses 
directives et normes disponibles pour le contrôle analytique (instrumental et méthode), il est de la 
responsabilité de l’analyste d’adapter le protocole le plus judicieux.  
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7.2 ANNEXE B 
 
 
7.2.1 Supplementary Information: LC-MS/MS determination for multiclass pesticides 
from insect samples by Microwave-assisted solvent extraction followed by a salt-out 
effect and micro-dispersion purification. 
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Table 6: Description of the selected pesticides used for method development; class, molecular 
formula and CAS number are presentedDescription of the selected pesticides used for method 
development; class, molecular formula and CAS number are presented. 
 
Actif Ingredient Class Family Molecular Formule CAS 
1-Naphtol Metabolite Carbaryl metabolite C10H8O 90-15-3 
Acetamiprid Insecticide Neonicotinoide C10H11ClN4 135410-20-7 
Aldicarb Insecticide Carbamate C7H14N2O2S 116-06-3 
Aldicarb.sulfone Insecticide Carbamate C7H14N2O4S 1646-88-4 
Aldicarb.sulfoxide Insecticide Carbamate C7H14N2O3S 1646-87-3 
Atrazine Herbicide Triazine C8H14ClN5 1912-24-9 
Azinphos-methyl Insecticide Organophosphore C10H12N3O3PS2 86-50-0 
Bendiocarb Insecticide Carbamate C11H13NO4 22781-23-3 
Bentazon Herbicide Benzothiadiazinone C10H12N2O3S 25057-89-0 
Boscalid Fungicide Carboxamide.(analide) C18H12Cl2N2O 188425-85-6 
Carbaryl Insecticide Carbamate C12H11NO2 63-25-2 
Carbendazim Fungicide Benzimidazole C9H9N3O2 10605-21-7 
Carbofuran Insecticide Carbamate, N-methyl ~ C12H15NO3 1563-66-2 
Chlorfenvinphos Insecticide Organophosphorous C12H14Cl3O4P 470-90-6 
Chlortoluron Herbicide Urea C10H13ClN2O 15545-48-9 
Chlorpyrifos Insecticide Organophosphorous C9H11Cl3NO3PS 2921-88-2 
Clothianidin Insecticide Neonicotinoide C6H8ClN5O2S 210880-92-5 
Coumaphos Insecticide Organophosphate C14H16ClO5PS 56-72-4 
Cyanazine Herbicide Triazine C9H13ClN6 21725-46-2 
Diazinon Insecticide Organophosphate C12H21N2O3PS 333-41-5 
Dimethoate Insecticide Organophosphate C5H12NO3PS2 60-51-5 
Dinotefuran Insecticide Neonicotinoide C7H14N4O3 165252-70-0 
Diuron Herbicide Urea C9H10Cl2N2O 330-54-1 
Fludioxonil Fungicide Phenylpyrrole C12H6F2N2O2 131341-86-1 
Hexazinone Herbicide Triazinone C12H20N4O2 51235-04-2 
Imazethapyr Herbicide Imidazolinone C15H19N3O3 81335-77-5 
Imidacloprid Insecticide Neonicotinoide C9H10ClN5O2 138261-41-3 
Iprodione Fungicide Dicarboximide C13H13Cl2N3O3 36734-19-7 
Isoproturon Herbicide Urea C12H18N2O 34123-59-6 
Kresoxim.Methyl Fungicide Strobilurin C18H19NO4 143390-89-0 
Linuron Herbicide Urea C9H10Cl2N2O2 330-55-2 
Malathion Insecticide Organophosphate C10H19O6PS2 121-75-5 
Methibenzuron Herbicide Urea C10H11N3OS 18691-97-9 
Metobromuron Herbicide Urea C9H11BrN2O2 3060-89-7 
Metolachlor Herbicide Chloroacetanilide C15H22ClNO2 51218-45-2 
Metoxuron Herbicide Urea C10H13ClN2O2 19937-59-8 
Monolinuron Herbicide Urea C9H11ClN2O2 1746-81-2 
Nitenpyram Insecticide Neonicotinoide C11H15ClN4O2 150824-47-8 
O-methoate Insecticide Organophosphate C5H12NO4PS 1113-02-6 
Parathion Insecticide Organophosphorous C10H14NO5PS 56-38-2 
Pendimethalin Herbicide Dinitroaniline C13H19N3O4 40487-42-1 
Permethrin Insecticide Pyrethroid C21H20Cl2O3 52645-53-1 
Phosmet Insecticide Organophosphate C11H12NO4PS2 732-11-6 
Piperonyl.Butoxide Synergisant Acétal.cyclique.aromatique C19H30O5 51-03-6 
Pyraclostrobin Fungicide Strobin C19H18ClN3O4 175013-18-0 
Pyrimethanil Fungicide Anilinopyrimidine C12H13N3 53112-28-0 
Sebuthylazin Herbicide Triazine C9H16ClN5 7286-69-3 
Simazine Herbicide Triazine C7H12ClN5 122-34-9 
Spinosad Insecticide Spinosyne C41H65NO10 168316-95-8 
Terbuthylazine Herbicide Triazine C9H16ClN5 5915-41-3 
Thiabendazole Fungicide Benzimidazole C10H7N3S 148-79-8 
Thiacloprid Insecticide Neonicotinoide C10H9ClN4S 111988-49-9 
Thiamethoxam Insecticide Neonicotinoide C8H10ClN5O3S 153719-23-4 
Trifloxystrobin Fungicide Strobilurine C20H19F3N2O4 141517-21-7 
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Table 7: Chromatographic elution gradient used for PPC separation.  
Time  (min) Flow (mL.min-1) A% B% 
Initial 0.40 95 5 
1 0.40 95 5 
5.63 0.40 20 80 
5.75 0.40 10 90 
8 0.40 10 90 
9 0.40 95 5 
12 0.40 95 5 
    
 
Table 8: Mass spectrometry source parameters used for the determination of PPC. 
Capillary 2.5 Kv LM 1 resolution 2.8 
Extractor 3 V HM 1 resolution 14.7 
Source Temp 150 ºC Ion energy 1 0.5 
desolvatation Temp 550 ºC LM 2 resolution 3 
Cone gas flow 50 L/h HM 2 resolution 15 
Desolvation gas flow 800 L/h Ion energy 2 0.5 
Collision gas flow 0.22 mL min-1 Multiplier 504 
 
Table 9: Typical equations of the calibration curve obtained for the 54 PPC. 
Actif Ingredient 
Quadratic equation 
Y = ax2 + bx +c 
Regression coefficient 
R2 
1-Naphtol -13.945*x² +3412.26*x-166.846 0.999849 
Acetamiprid -8.95707*x² +2376.02*x+11.2963 0.999800 
Aldicarb 0.433826*x² +142.631-67.0695 0.999339 
Aldicarb.sulfone 0.103775*x² +223.633*x-17.1568 0.998588 
Aldicarb.sulfoxide 0.389283*x² +334.581*x-17.2003 0.999029 
Atrazine -6.9359*x² +2636.73*x-82.7378 0.999220 
Azinphos-methyl -5.35682*x² +987.617*x+49.4466 0.999630 
Bendiocarb -20.829*x² +4087.01*x-127.008 0.999207 
Bentazon 0.640026*x² +290.52*x-25.9741 0.998036 
Boscalid -2.16362*x² +2006.86-94.7921 0.999567 
Carbaryl -16.8308*x² +5573.1*x-321.102 0.999611 
Carbendazim -18.3682*x² +6375.42*x-37.7857 0.999839 
Carbofuran -16.446*x² +5343.41*x-167.363 0.999236 
Chlorfenvinphos -2.8795*x² +2337.11*x-112.554 0.999936 
Chlortoluron -17.4253*x² +2892.65*x-140.632 0.999494 
Chlorpyrifos -1.52363*x² +947.317*x-58.398 0.999529 
Clothianidin -1.161519*x² +469.092*x-19.2988 0.999386 
Coumaphos -7.10613*x² +4236.29*x+38.1371 0.999125 
Cyanazine -1.13007*x² +2623.61*x+32.0926 0.999798 
Diazinon -50.8572*x² +14554.7*x-174.165 0.999675 
Dimethoate -1.79523*x² +1338.91*x-37.9543 0.999519 
Dinotefuran -3.08459*x² +643.677*x-21.9267 0.999667 
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Diuron -5.94941*x² +2620.9*x+53.1302 0.999593 
Fludioxonil -0.94541*x² +112.895*x-103.245 0.990326 
Hexazinone -1.1793*x² +8375.88*x-111.33 0.999850 
Imazethapyr -3.98552*x² +1756.02*x-95.3247 0.999149 
Imidacloprid -1.65599*x² +568.168-47.6353 0.998928 
Iprodione -1.65599*x² +305.573*x-134.256 0.993305 
Isoproturon -9.84939*x² +6614.85*x-27.4426 0.999178 
Kresoxim.Methyl -8.46413*x² +1340.34*x-117.501 0.999052 
Linuron -5.09515*x² +618.967-50.3103 0.998200 
Malathion 3.55586*x — +3774.91* x+228.445 0.999306 
Methibenzuron -19.7734*x — +7380.53* x+27.1362 0.999577 
Metobromuron 2.65306*x — +1128.65* x-6.15393 0.995711 
Metolachlor -16.3798*x — +6469.41* x+354.495 0.999700 
Metoxuron -7.22642*x — +2659.39* x-50.0398 0.999532 
Monolinuron 1.20908*x — +1005.31* x+166.003 0.998421 
Nitenpyram -0.248671*x — +873.214* x+5.91974 0.999834 
O-methoate -0.0523553*x — +338.97* x-18.5676 0.999560 
Parathion -3.27105*x — +446.566* x-53.7682 0.995211 
Pendimethalin -1.46433*x — +1812.2* x-50.8348 0.999922 
Permethrin -0.462948*x — +143.192* x-14.1873 0.999658 
Phosmet -8.78151*x — +4347.56* x+110.587 0.999936 
Piperonyl.Butoxide 0.952628*x — +13264.5* x+6.4561 0.999915 
Pyraclostrobin -7.77231*x — +4479.53* x-41.5311 0.999150 
Pyrimethanil -2.73124*x — +3387.31* x-24.6074 0.999533 
Sebuthylazin -6.14908*x — +5204.56* x-165.178 0.999941 
Simazine -4.32926*x — +2822.9* x+7.11865 0.999915 
Spinosad 4.09079*x² +2177.27*x-157.319 0.999347 
Terbuthylazine -37.4955*x² +14363.7*x-569.714 0.999678 
Thiabendazole -1.7521*x² +3425.57*x+33.2356 0.999970 
Thiacloprid -21.1518*x² +3628.33*x-55.3134 0.998803 
Thiamethoxam -4.83769*x² +900.372*x-22.6352 0.999040 
Trifloxystrobin -18.1053*x² +10600.1*x-167.054 0.999532 
 
Table 10: comparison of different methods for the analysis of relevant PPC in environmental 
matrices. 
Active ingredient 
LOD  
(ng g-1) 
Recovery (%) Subtract Method Reference 
Diazinon 
40 
10 
0.4 
0.4 
4 
11 
<10 
67 
90-95 
88-98 
89-105 
98 
93 
93 
Isopods 
Isopods 
Sludge 
Sludge 
Soil 
Soil 
Honeys bees 
MSPD/GC-MS 
MSPD/GC-MS 
MSPD/LC-MSMS 
UAE/LC-MSMS 
MAE/GC-MS 
Soxhlet/GC-MS 
Quechers/GC-MSMS 
(146)  
(146)  
(140) 
(140) 
(195)  
(195) 
(157)  
Malathion 
20 
5 
<10 
78 
75 
89-110 
Isopods 
Isopods 
Honeys bees 
MSPD/GC-MS 
MSPD/GC-MS 
Quechers/GC-MSMS 
(146)  
(146)  
(157)  
Atrazine <10 90-103 Honey bees Quechers/GC-MSMS (157)  
Thiabendazole - - Honey bees Quechers/GC-MSMS (157)  
 
 
80 
4.2 
52 
93-105 
Isopods 
Sludge 
MSPD/GC-MS 
MSPD/LC-MSMS 
(146)  
(140) 
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Chlorpyrifos 
 
 
4.2 
2 
2 
<10 
103-106 
98 
94 
94-104 
Sludge 
Soil 
Soil 
Honeys bees 
UAE/LC-MSMS 
MAE/GCMS 
Soxhlet/GCMS 
Quechers/GC-MSMS 
(140) 
(195) 
(195) 
(157)  
Note: MSPD (matrix solid phase dispersion); UAE (ultrasonic assisted extraction) 
 
Sup. Info. Sample collection: Description of the insect sample collection used for the study. 
 
Insect samples were collected in June and July 2013 (n = 534) boluses across 37 farms and 2014 
(n = 378) boluses in southern Québec, Canada, over a study area that covers 10 200 km2. In this 
study system, 400 nest boxes were installed in 2004 on 40 farms distributed along a gradient of 
agricultural intensification ranging from extensive cultures (pastures, hayfields and fallows) and 
various vegetables and nectar flowering plants (peas, canola, buckwheat, etc.) in the east to more 
intensively managed cultures (maize, soy, and other cereals) in the west (147).  Boluses were 
collected using a ligature method that consisted in installing a collar around the neck of Tree 
swallow nestlings to prevent them from swallowing food. The collar consisted of a folded elastic 
band, which passed through a 5-mm long piece of feeding tube #8 (148). Analogous to a bolo tie, 
the collar was adjusted by sliding the piece of feeding tube along the loop formed by the elastic 
band. This method is frequently used to assess the diet of insectivorous birds because insects in 
boluses are not yet digested, making insect identification easier and less biased (151,196). We 
fitted collars to nestlings on a single sampling occasion composed of two consecutive 30-min 
periods, after which boluses were removed and individually placed in sterile Falcon tubes. Samples 
were stored at -80°C within 12 hours until analysis. 
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Figure 30: Example of Product ion confirmations (PIC) and proposed fragments (A) and 
daughters scan (B) performed on real bolus samples contaminated with atrazine. 
  
(A) 
(B) 
 124 
 
 
 
Figure 31: Effect of eluent strength on the peak shape of carbendazim (A) and sensitivity obtained 
for 13 analytes and 8 injection solvents (B). A strong solvent strength induced a large shoulder on 
the chromatogram that negatively affects the response. Weaker eluent strength induces the 
precipitation of analytes. The best MeOH-H2O ratio was determined at 1:1.  
 
(A)  (𝐁) 
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Figure 32: Example of determination of the LOD for carbendazim: (A) chromatogram for 
carbendazim, (B) signal to noise ratio (S/N) as a function of concentration for the first three points 
of a calibration curve. 
 
 
(A) The LOD was obtained by measuring S/N as follows: 
 
 LOD = 3
Cs
Hs Hn⁄
   
 
Were Cs is the lowest concentration and Hs and Hn are the signal height of the standard and the 
signal height of the noise, respectively.  
This linearization allows to extrapolate the S/N=3 ratio in order to access to the LOD. 
 
 
 
 
  
 LOD = 0.020 ng.g-1 
 (A)  (B) 
S/N = 17344 * (Amount)  
LOD = 0.0002ng.g-1 at S/N = 3 
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7.3 ANNEXE C 
 
7.3.1 Supplementary Information: Evaluation of the efficiency of Trametes hirsuta for the 
removal of multiple pharmaceutical compounds under low concentrations relevant to 
the environment 
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Hyphae pelletization 
All biodegradation experiments were carried out under pelleted mycelium forms. The method used 
for pelletization was adapted from Marco‐Urrea et al., (2008) (29). Briefly, four slants (one 
centimeter square) of the T. hirsuta from Petri dishes were cultivated in a 500 mL Erlenmeyer 
flask containing 250 mL of medium solution. After seven days of cultivation (26°C and at 135 
rpm), the solution was filtered and the fungal biomass rinsed with sterile saline solution. The fungal 
biomass was then blended in the saline solution and stored at 4°C. This first blended solution is 
called clumps solution. Two milliliters of the clumps solution was then added in a 1L Erlenmeyer 
flask containing 250 mL of cultivation medium. After seven days of cultivation at 26°C and under 
a 135 rpm orbital agitation, the solution was filtered and the fungal biomass was rinse with sterile 
saline solution. The fungal biomass was then blended in the saline solution and was stored at 4°C. 
This solution, here after referred as to mycelium solution, gives it the most repeatable and 
reproducible pellet forms. 
 
Pharmaceutical quantification: 
Low concentrations measurement of PhACs, are subject of several adsorption lost and require the 
glassware passivation. In order to minimize sorption phenomena of PhACs on glassware during 
experiments, all the glassware was deactivated using 5% dimethyldichlorosilane in toluene. Then 
glasswares were rinsed with two volumes of toluene and then soaking (1h) and rinsed with 
methanol and water until reaching a neutral pH. 
Analyses of PhACs were performed on an Acquity UPLC XEVO TQ mass spectrometer (Waters 
Corporation, Milford, MA). An Acquity UPLC HSS-T3 column (100 mm x 2.1 mm, 1.8 µm) 
equipped with a fritted 0.2µm pre-filter (Waters Corporation, Milford, MA) was used. The solvent 
flow rate was set to 0.40 mL.min-1 and the column temperature was kept at 35 ºC. The sample 
volume injected was 5 µL. The mobile phase was 0.20% formic acid/water (A) and 0.20% formic 
acid/méthanol-acetonitrile (80-20 v+v) (B). The elution gradient started with 5% of eluent B, 
increasing to 90% in 8 min and then back to initial conditions in 4 min. The mass spectrometry 
analysis was performed using a positive electrospray ionization (ESI+) source in Multi-Reaction-
Monitoring mode. The optimized parameters were obtained by direct infusion of analytical 
standard solutions at 10 µg.mL-1 as follows: desolvation gas (nitrogen) at 800 L.h-1; cone gas 
(nitrogen) at 50 L.h-1; collision gas (nitrogen) at 0.22 mL.min-1; capillary voltage 2.5 kV; source 
temperature, 150 ºC and desolvation temperature 550 ºC. Two daughter traces (transitions) were 
used. The most abundant transition was used for quantification, whereas the second most abundant 
was used for confirmation. The matrix effect was estimated by comparison of the analyte in the 
experimental solution and in MilliQ solution. No significant matrix effect was observed; the 
recovery was between 90-110% (data not showed). The quantification was performed using a 6 
points matrix-matched calibration curve. The determined LOQ were above 2 ng L-1. 
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Table 11: Chromatographic elution gradient used for PhACs separation and identification.  
Time  (min) Flow (mL.min-1) A% B% 
Initial 0.40 95 5 
1 0.40 95 5 
5.63 0.40 20 80 
5.75 0.40 10 90 
8 0.40 10 90 
9 0.40 95 5 
12 0.40 95 5 
 
Table 12: Source parameters used for the determination of PhACs.  
Capillary 2.5 Kv LM 1 resolution 2.8 
Extractor 3 V HM 1 resolution 14.7 
Source Temp 150 ºC Ion energy 1 0.5 
desolvatation Temp 550 ºC LM 2 resolution 3 
Cone gas flow 50 L/h HM 2 resolution 15 
Desolvation gas flow 800 L/h Ion energy 2 0.5 
Collision gas flow 0.22 mL/min Multiplier 504 
 
Table 13: Mass spectrometry parameters used for the quantification of PhACs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Extracellular enzymatic activity assays: 
Active Substance 
Transition 1 : Quantification Transition 2 : Qualification 
Parent > T1 
(m/z) 
Cone 
(V) 
Coll 
 (V) 
Parent > T2 
(m/z) 
Coll  
 (V) 
Dwell time 
(S) 
Acetaminophen 151.90 > 109.93 25 20 151.90 > 92.74 15 0.016 
Caffeine 194.98 > 137.98 35 25 194.98 > 109.95 20 0.016 
Naproxen 231.10 > 185.10 20 45 231.10 > 115.00 10 0.013 
Carbamazepin 237.13 > 194.10 25 35 237.13 > 179.05 30 0.025 
Menfenamic Acid 242.10 > 224.10 20 40 242.10 > 180.10 15 0.025 
Ketoprofen 255.10 > 105.00 25 25 255.10 > 177.10 20 0.013 
Ifosfamide 260.90 > 91.88 30 25 260.90 > 153.85 20 0.040 
Cyclophosphamid 260.90 > 139.85 35 20 260.90 > 105.92 20 0.040 
Atenolol 267.20 > 145.00 30 25 267.30 > 190.50 20 0.020 
Trimetroprim 291.20 > 230.20 40 25 291.20 > 261.10 25 0.016 
Indometacine 358.20 > 139.00 25 45 358.20 > 174.20 20 0.013 
Fenofibrate 361.20 > 233.10 30 15 361.20 > 273.10 15 0.025 
Ofloxacin 362.20 > 318.30 35 25 362.20 > 261.20 20 0.016 
Bezafibrate 362.20 > 138.90 25 25 362.20 > 316.20 15 0.013 
Amoxicillin 397.95 > 349.08 15 25 397.95 > 159.93 20 0.016 
Iopromide 791.55 > 572.68 35 30 791.55 > 558.64 20 0.016 
Ibuprofen 207.10 > 161.10 15 10 207.1 > 119.03 5 0.013 
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Lac, LiP and MnP was measured according to Touahar et al., (2014) (27); Lacasse activity was 
measured by following the conversion of 0.5 mM 2,2’-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic 
acid) (ABTS) to its radical cation (ABTS•+) at 420 nm (ε420= 36000 M-1.cm-1) in 0.1 M citric acid/ 
0.1 M disodium hydrogen phosphate buffer at pH 3. LiP activity was determined through the 
oxidation of 2 mM veratryl alcohol (VA) at 310 nm (ε310= 9300 M-1.cm-1) in 0.1 M tartrate buffer 
at pH 3 in the présence of 0.4 mM H2O2. MnP activity was calculated by measuring Mn
3+ -tartrate 
complexes at 238 nm (ε238= 6500 M-1.cm-1) generated by the reaction of 7 mM MnSO4 in 0.1 M 
tartrate buffer at pH 5, in the présence of 0.05 mM H2O2. The enzyme assays were carried out in 
triplicate and controls were performed without the addition of the enzyme or H2O2 for oxidase and 
peroxidase assays, respectively. All oxidation rates were determined at 21 °C. One enzymatic 
activity unit (U) was defined as the amount of enzyme that transforms 1 µmol of substrate per min. 
Activity measurements were carried on a 96 wells plate using a double-beam UV–Vis 
spectrophotometer (SpectraMax Plus 3250, Molecular Devices Corp., Sunnyvale, CA). Results 
report the mean and standard deviation of triplicates. 
Scanning electron microscopy:  
 
In order to have a qualitative aspect on the pellets morphology, scanning electron microscopy 
(SEM) (Hitachi 3500) with variable pressure was used. The electron flow was set at 5 Kv. The 
pellets were filtered and washed in sterile water solution, and then transferred in a 25 mM of 
phosphate buffer solution (pH7) at 5% glutaraldehyde solution. After an overnight incubation, 
pellets were rinsed twice for ten minutes with the buffer solution and transferred in 40 ml 
containing 1% osmium tetroxide solution (Post-fixation) and stored overnight at 4ºC. After, pellets 
were rinse twice for ten minutes with distilled water and dehydrated in an ascending series of 
ethanol (50%, 70%, 85%, 95% and 3 times 100%). Samples were then dried to the critical point 
(CO2), and metalized (gold-palladium) and analyzed by SEM.  
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Figure 33: SEM image of of T. hirsuta pellets after 5 days of culture under differences PhACs 
initial concentrations; (A) 500 ng L-1, (B) 100 ng L-1, (C) 20 ng L-1 and (D) control. Upper panel 
show the detail of the pellets surface, lower panel show the whole pellet. 
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Table 14: Biodegradation of the selected PhACs by white rot fungus reported in the literature.   
Therapeutic 
classes 
molecules 
White Rot 
Fungi 
References Conc Removal  Setup 
NSAI 
Analgesics 
Acetaminophen T. versicolor (85) C0= 3.87µg.L
-1 100% 
Fluidized 
bed bio-
reactor 
Ibuprofen T. versicolor (31) C0= 10mg.L
-1 100% 
Liquid, 
flask 
Naproxen T. versicolor (32) 
C0= 10mg.L
-1 
C0= 55µg.L
-1 
100% 
95% 
Liquid, 
flask 
Ketoprofen T. versicolor (30) 
C0= 10mg L
-1 
C0= 40µg L
-1 
100% 
95% 
Liquid, 
flask 
Mefenamic acid 
Phanerochaete 
sordida 
(28) C0= 10
-4 M 90% 
Liquid, 
flasks 
Indometacine T. versicolor (86) C0= 10µg L
-1 100% 
Liquid, 
flasks 
Anti-biotics 
Trimetroprine - - - - - 
Ofloxacin T. versicolor (104) C0= 10mg.L
-1 80 % 
Liquid, 
flask 
Anti-cancer 
Ifosfamide - - - - - 
Cyclofosfamide - - - - - 
ß-blocker Atenolol T. versicolor (101) C0 = 13.6ng.g
-1 100% 
Sewage 
sludge 
Lipidic regulator 
Bezafibrate T. versicolor (101) 
 
C0 = 4.5ng.g
-1 
 
100% 
Sewage 
sludge 
Fenofibrate T. versicolor (101) C0 = 4.2ng.g-
1 100% 
Sewage 
sludge 
Psychoactive 
Carbamazepine T. versicolor (31) C= 10mg/L 58% 
 
Liquid, 
flask 
Diazepam 
 
P. chrysosporium 
B. adusta. 
 
(95) 
 
 
C= 1mg/L 
C=2 mg/L 
23% 
57% 
 
Liquid, 
flask 
Caffeine 
No treatment 
reported 
- - - - 
contrastant Iopromid T. versicolor (104) C0= 10mg.L-1 60% 
Liquid, 
flask 
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Figure 34: pH variation during the degradation of 17 PhACs at two concentrations by T.hirsuta. 
Experiments were conducted at 20 and 500 ng L-1. The presented result values plotted are the 
means and the error bar represents the standard deviation of triplicate culture. 
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7.4 APPENDIX D 
 
7.4.1 Supplementary Information: Intracellular enzymes contribution to the biocatalytic 
removal of pharmaceuticals by Trametes hirsuta 
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Table 15: Chromatographic elution gradient used for NSAIs separation and identification. 
Time (min) Flow (mL.min-1) A% B% 
Initial 0.40 95 5 
1 0.40 95 5 
5.63 0.40 20 80 
5.75 0.40 10 90 
8 0.40 10 90 
9 0.40 95 5 
12 0.40 95 5 
 
Table 16: Source parameters used for the determination of NSAIs. 
Capillary 2.5 Kv LM 1 resolution 2.8 
Extractor 3 V HM 1 resolution 14.7 
Source Temp 150 ºC Ion energy 1 0.5 
desolvatation Temp 550 ºC LM 2 resolution 3 
Cone gas flow 50 L/h HM 2 resolution 15 
Desolvation gas flow 800 L/h Ion energy 2 0.5 
Collision gas flow 0.22 mL/min Multiplier 504 
 
Table 17: Mass spectrometry parameters used for the quantification of NSAIs. 
 
 
 
 
 
 
Sample preparation: The supernatant was purified through SPE HLB© (waters) cartridge before 
LC/MS/MS analysis. At different time intervals, sample aliquots were withdrawing from the tested 
solution and passed at 1 drop per second through a SPE cartridge preconditioned with 2 mL of 
methanol followed by 2 mL of water. The cartridges were washed with 2 mL of water and analytes 
were eluted with two times 500 µL of methanol. Samples were evaporated to dryness and 
reconstituted in a mixture of water-methanol (1:1 in v/v) containing 10 ng mL-1 of triphenyl 
phosphate (TPP) used as system suitability for the internal quality control for the analytical 
Active Substance 
Transition 1 : Quantification Transition 2 : Qualification 
Parent > T1 
(m/z) 
Cone 
(V) 
Coll 
 (V) 
Parent > T2 
(m/z) 
Coll  
 (V) 
Dwell time 
(S) 
Acetaminophen 151.90 > 109.93 25 20 151.90 > 92.74 15 0.016 
Naproxen 231.10 > 185.10 20 45 231.10 > 115.00 10 0.013 
Menfenamic Acid 242.10 > 224.10 20 40 242.10 > 180.10 15 0.025 
Ketoprofen 255.10 > 105.00 25 25 255.10 > 177.10 20 0.013 
Indometacine 358.20 > 139.00 25 45 358.20 > 174.20 20 0.013 
Ibuprofen 207.10 > 161.10 15 10 207.1 > 119.03 5 0.013 
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measurement (data recording). Then, samples were filtered through a 0.22 µm PTFE membrane 
before LC/MS/MS analysis. 
 
The biomass (whole cell fungi) was withdrawn and washed with 10 mL of miliQ water and dried 
under vacuum. The biomass was weighted and 1 g of NaCl and 10 mL of a mixture of methanol 
and acetonitrile (1:1 v/v) was added to the sample. After 3 times 5 min of ultrasonic and vortex 
agitation, samples were frozen at -80 °C for 24 h. The supernatant was then centrifuged at 
4600 rpm for 15 min at 4 °C and 1 mL of the supernatant were evaporated to dryness and 
reconstituted in a mixture of water-methanol (1:1 in v/v) containing 10 ng mL-1 of triphenyl 
phosphate (TPP) used as system suitability for the internal quality control for the analytical 
measurement (data recording). Then samples were filtered through a 0.22 µm PTFE filter before 
analysis. 
 
 
Figure 35: Recovery of NSAIs in the supernatant (A) and biomass (B).  
 
No significant matrix effect was observed. The quantification was performed using a 6 points 
matrix-matched calibration curve. The determined LOQ were in the range of above 2 µg L-1 for 
the supernatant and 10 ng g-1 in the biomass. 
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